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RÉSUMÉ 
Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, Dbp4 est une ARN hélicase putative qui 
fait partie de la famille «DEAD-box». Cette enzyme nucléolaire est susceptible de 
jouer un rôle capital dans le processus de biogenèse des ribosomes puisqu'elle 
participe à la maturation de l'ARNr 18S, qui est requis pour la formation de la petite 
sous-unité 40S. Les protéines «DEAD-box» sont caractérisées par neuf motifs 
conservés formant le cœur catalytique de l'enzyme. Cette région est flanquée par des 
régions amino- et carboxy (C)-terminales. Le but de mon projet de recherche était 
d' identifier et caractériser des mutations au niveau de la région C-terminale de Dbp4 
causant une létalité chez la levure. Pour ce faire, une technique de mutagenèse par 
"error-prone PCR" a été utilisée pour créer des mutations aléatoires dans cette région 
de Dbp4. Une banque de 60 000 clones a ainsi été générée dans notre laboratoire, que 
j'ai testée à l'aide d'un système génétique qui a permis d'identifier les mutants non 
fonctionnels. À ce jour, nous avons analysé près de 10000 clones. Nos résultats 
indiquent que 2% des clones contiennent des mutations létales. De ce nombre, 94 
clones produisent une Dbp4 mutante de pleine longueur. Le séquençage des mutants 
de Dbp4 a dévoilé que les mutations sont réparties tout au long de la région C-
terminale. Étant donné que les ARN hélicases jouent des rôles importants dans les 
processus nécessitant de gros complexes ARN -protéines, il est possible que Dbp4 
agisse en association avec d' autres protéines. Comme la protéine nucléolaire Bfr2 
présente une forte affinité pour Dbp4, nous avons vérifié par la technique de co-
immunoprécipitation les interactions entre les mutants sélectionnés et Bfr2 . Nos 
résultats confirment l'affinité entre Dbp4 et son partenaire protéique même en 
présence de mutations. Nous avons également montré par immunofluorescence 
qu'une mutation non fonctionnelle empêche la localisation nucléolaire de Dbp4. Il 
sera intéressant aussi d'examiner l'effet des mutations sur l'activité de Dbp4 dans la 
maturation de l' ARNr 18S par buvardage de type northern, ce qui nous aidera à 
mieux comprendre le rôle et la fonction de la protéine nucléolaire Dbp4 dans le 
processus à la fois captivant et sophistiqué de la biogenèse des ribosomes. Mon 
travail de recherche a été réalisé dans le but d'affiner notre compréhension des 
mécanismes d' assemblage des ARNr dans le processus de la biogenèse des 
ribosomes. 
Mots clés: Dbp4, ARN hélicase, « coiled-coil », biogenèse des ribosomes. 
CHAPITRE 1 
REVUE DE LITTÉRATURE 
La cellule est l'unité structurale du monde vivant. L'activité des cellules est astreinte 
à l'influence des paramètres ph ys ic o-chimiques du milieu dans lequel elles vivent. 
D'innombrables réactions chimiques définissent le métabolisme de ces cellules et 
chacune de ces réactions est catalysée par une enzyme spécifique. Ces enzymes sont 
principalement des protéines codées par des gènes. Des mutations au niveau de ces 
gènes peuvent causer une modification de l'information génétique entraînant ainsi 
une altération du fonctionnement des cellules. Toutes les cellules vivantes dépendent 
d'une synthèse des protéines efficace et adéquate. Cette synthèse se déroule au niveau 
des ribosomes , dont la biogenèse fait intervenir de nombreuses protéines pré-
ribosomiques , des ARNr et d ' innombrables facteurs d' assemblage. La prolifération 
cellulaire est profondément liée à la biogenèse des ribosomes , puisque ceux-ci sont 
impliqués dans les mécanismes de réplication, transcription et traduction. Chez la 
levure, ce processus à la fois dynamique et très ordonné implique plusieurs protéines 
dont des « DEAD-box » qui agissent à des étapes distinctes. La plupart de ces 
protéines sont extrêmement polyvalentes étant donné que leurs fonctions 
comprennent la modulation des complexes ARN-ARN et ARN-protéines , et/ou les 
interactions protéine-protéine. La caractérisation foncfonnelle des protéines 
« DEAD-box » à l'aide de mutations létales a permis d' éclaircir les mécanismes 
d ' assemblage et de dissociation des facteurs pré-ribosomiques tout au long de la voie 
métabolique. Toutefois , plusieurs questions demeurent sans réponse notamment le 
déroulement des mécanismes m oléculaires m is en jeu dans le processus de la 
biogenèse des ribosomes ou encore le décodage précis des états successifs des deux 
sous-unités ribosomiques au cours de leur maturation. 
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1.1 Les ribosomes 
Le processus de fabrication d'un ribosome unique est l'une des activités les plus 
métaboliquement dispendieuses au sein d'une cellule. Les ribosomes représentent les 
ensembles de macromolécules les plus importants de point de vue fonctionnel, et sont 
parmi les plus complexes (2': 3MDa chez les eucaryotes) . Ce sont des structures de 
protéines et d' ARNr présents dans les cellules eucaryotes et procaryotes, et qui jouent 
un rôle central dans la croissance cellulaire . Fonctionnellement, les ribosomes 
eucaryotes et procaryotes ne diffèrent pas de façon importante. Toutefois , les 
ribosomes chez les eucaryotes sont plus gros et plus complexes comparés aux 
procaryotes. Ceci est dû probablement à la complexité de la machinerie cellulaire 
chez les cellules eucaryotes , qui est responsable entre autres de l'initiation de la 
traduction, l'assemblage des ribosomes ou encore de la régulation de la synthèse des 
protéines . 
1.1.1 Les ribosomes procaryotes 
Les ribosomes procaryotes (bactéries et cyanophycée) sont hbres dans le 
protoplasme. Ils sont composés d' une grande sous-unité 50S et d'une petite sous-
unité 30S, et sont constitués d'un grand nombre de composantes . Chez Escherichia 
coli , on retrouve trois types d ' ARNr et 53 protéines ribosomiques. Les ribosomes 
chez les procaryotes peuvent cons tituer jusqu 'à 30% de la masse sèche de la cellule 
tandis que chez les eucaryotes ils ne représentent pas plus que 5% (Nierhaus , 1991) . 
Chez les procaryotes, la petite sous-unité est composée d 'un ARNr 16S et d' une 
vingtaine de protéines, alors que la grande sous-unité renferme les ARNr 5S et 23S 
mais aussi 30 protéines ribosomiques. Par ailleurs, la maturation du ribosome 
bactérien nécessite un nombre relativement retreint de facteurs non ribosomiques, 
tandis que chez les eucaryotes l'assemblage du ribosome nécessite environ 200 
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facteurs de maturation (Klinge et al, 2012) . Au cours de l'initiation de la traduction 
chez les procaryotes, la sous -unité 30S, les ARNm ainsi que trois facteurs d'initiation 
(IF1 , IF2 et IF3) forment un complexe d'initiation au niveau du site P. Ce dernier 
permet la fixation des ARNt. D ' ailleurs tous les ribosomes contiennent trois sites de 
fixation d' ARNt. L'assemblage de la grande sous -unité conduit à la dissociation du 
facteur d'initiation IF1 et la formation du complexe 70S (Klinge et al , 2012). 
1.1.2 Les ribosomes eucaryotes 
Les ribosomes eucaryotes 80S sont 30% plus grands que leurs homologues bactériens 
et ont un poids moléculaire d'environ 30 MDa (levure) . Ils sont hbres dans la matrice 
cytoplasmique ou associés à la membrane du réticulum endoplasmique. En plus de 
ces ribosomes , les cellules eucaryotes possèdent des organites tels que les 
mitochondries et les chloroplastes qui contiennent des ribosomes 70S, probablement 
d' origine procaryote. L'assemblage du ribosome eucaryote néces site plus de 200 
facteurs de maturation (Klinge et al , 2012). L'initiation de la traduction nécessite 
quant à elle au moins neuf facteurs d' initiation (Klinge et al , 2012) . Contrairement à 
leurs homologues bactériens, les ribosomes eucaryotes contiennent des ARNr 
supplémentaires sous forme de segments d'extension ainsi que de nombreuses 
protéines ribosomiques et des protéines d'extension (Wilson et Doudna Cate, 2012) . 
Les cieux ribosomes diffèrent également dans la répartition de ces segments 
d ' extension (Hashem et al , 2013). Les cellules de levure produisent en phase 
exponentielle de croissance environ 200 000 ribosomes avec un temps de génération 
d' environ 90 minutes , ce qui correspond à une production de 2000 ribosomes par 
minute (Daugeron et al, 2001 ) . Les r ibosomes sont cons titués d'environ 80 protéines 
et 4 ARNr: le 5S, le 5. 8S, le 18S et le 25S. Le tout forme deux sous-unités de taille 
inégale et de forme différente : la petite sous-unité 40S et la grande sous-unité 60S 
(Figure 1.1 ). Ces deux sous-unités doivent s 'assembler pour former un ribosome 
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fonctionnel Il semble que la structure de la sous-unité 40S forme un complexe avec 
le facteur d'initiation eiFl, ce qui suggère que ce dernier pourrait être impliqué dans 
la numérisation de l' ARNm pendant l'initiation de la traduction. La sous-unité 40S 
permettrait donc de synthétiser les protéines en décodant l'information contenue dans 
les ARNm. La structure de la sous-unité 60S semble quant à elle être en complexe 
avec le facteur d'initiation eiF6 (Hashem et al, 2013). Une grande quantité de 
données expérimentales suggère que le facteur d'initiation eiF4A participe à la 
réorganisation de la structure du duplex ARN-ARN afin de le préparer à la formation 
de la petite sous-unité ribosomique (Rocak et Linder, 2004) . 
Figure 1.1 Structure du ribosome eucaryote en 3D 
La pet ite sous-unité est représentée en bleu (appelée 40S) , tandis que la grande sous-unité apparaît en 
jaune (appelée 60S). Chaque sous-unité est formée de nombreuses chaînes d'ARNr (bleu et jaune pâle) 
et de plusieurs protéines (bleu et jaune foncé). Les segments d'extension, qui constituent des segments 
d' ARN supp lément aire absents chez les procaryotes , sont indiqués en rouge. (Tirée de Ben-Shem et 
al., 2010) 
Les analyses de crystallisation par rayons X ont permis de déterminer la structure 
tridimensionnelle des ribosomes. Cette information a été cruciale pour mieux 
comprendre les données biochimiques et génétiques. L'interprétation de la structure 
cristalline des deux ribosomes procaryotes et eucaryotes à résolution atomique a 
confirmé la complexité du processus d'assemblage du ribosome (Ramakrishnan, 
2002). La petite sous-unité du ribosome chezE. coli apparait sous forme d'un «gant», 
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tandis que la grande sous-unité présente une forme sphéroïde (Voet et Voet, 2004). 
Un modèle tridimensionnel du ribosome 80S chez la levure S. cerevisiae a été obtenu 
avec une résolution de 35 A et il a révélé une remarquable similarité avec le ribosome 
70S d'E. coli , et la principale différence est observée surtout au niveau de la forme de 
la petite sous -unité. Certes, le ribosome de E. coli présente des fonctions homologues 
à la levure mais il est moins gros et moins élaboré morphologiquement (Verschoor et 
al, 1998). Le ribosome de levure présente une structure bipartite qui peut s'avérer 
allongée en fonction de l'angle de vue (Figure 1.2). Les deux sous-unités du ribosome 
de levure sont présentées côte-à-côte, la sous -unité 40S est à gauche tandis que la 
sous -unité 60S se trouve à droite. Dans cette vue, la hauteur du ribosome est~ 254 A, 
la largeur est ~ 278 A et l'épaisseur est ~ 267 A. Comparées au ribosome d'un 
eucaryote supérieur, ces dimensions (hauteur et largeur) sont 11-14% plus petites 
mais ces dimensions sont par contre supérieures à celle d'un ribosome procaryote 
chezE. coli. La grande sous -unité 60S semble avoir une forme elliptique tandis que la 
forme de la sous-unité SOS est plutôt compact (Verschoor et al, 1998). 
1.2 La biogenèse des ribosomes 
La biogenèse des ribosomes est un processus métabolique maJeur chez tous les 
organismes . Bien que des progrès spectaculaires aient été réalisés dans le but de 
comprendre la synthèse des ribosomes, ce processus a été le mieux caractérisé chez la 
levure S. cerevisiae . La biogenèse des ribosomes a lieu dans le nucléole, nécessitant 
autour de 200 protéines et différents petits ARN nucléolaires (snoARNs) pour 
produire des ribosomes fonctionnels (Venema et Tollervey, 1999). La synthèse des 
ribosomes implique des interactions majeures entre le noyau et le cytoplasme. La 
régulation de cette synthèse est complexe, non seulement en raison du nombre de 
composants impliqués, mais aussi parce qu'elle est étroitement liée à la croissance 
cellulaire (Venema et Tollervey, 1999). L'assemblage des ribosomes in vivo nécessite 
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des dizaines de facteurs agissant en trans , comme les exo et endonucléases , les 
hélicases à ARN, les GTPases et les ARNr. 
Figtrre 1.2 Comparaison de la structure des ribosomes 
Le ribosome E. co li 70S et le ribosome de levure 80S sont présent és à une résolution de 35 A. Vue de 
la petite et de la grande sous-unit é du ribosome de levure et d' E. coli montrant les caract éristiques de 
surfaces de l'interface ribosomique. IC, canyon d'interface; CP , protubérance cent raie; S, tige; L1 ou 
' Ll ', bras analogique; h, tête ; p, plateforme. (Tirée de Verschoor et al. , 1998) 
La purification biochimique de particules pré-ribosomiques par la méthode en T AP 
(Tandem Affinity Purification) et l'identification des protéines par spectrométrie de 
masse ont révélé un large éventail de facteurs intervenant dans la biogenèse des 
ribosomes (Phipps et al , 2011) . Chez la levure, outre les ARNr, les protéines 
ribosomiques et les 75 petits ARN nucléolaires , plus de 250 protéines non-
ribosomiques, généralement désignées comme facteurs agissant en trans , sont 
impliquées dans la biogenèse des r ibosomes . Ces facteurs comprennent des nucléases, 
ATPases , GTPases, des kinases et des hélicases à ARN. Il est probable que tous ces 
fac teurs partic ipent au processus de synthèse des ribosomes , cependant les fonctions 
précises pour la plupart d'entre eux sont encore largement inconnues (Rodriguez-
Galan et al, 2013). Chez S. cerevisiae, la grande sous-unité ribosomique est 
composée de 46 protéines ribosomiques et trois ARNr (5S, 5.8S, et 25S) tandis que la 
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petite sous-unité ribosomique 40S contient 32 protéines ribosomiques et l' ARNr 18S. 
Chez la levure S. cerevisiae, la voie complexe de maturation des ARNr commence 
par la transcription de deux précurseurs: le pré-ARNr 35S et le pré-ARNr 7S . Le pré-
ARNr 35S doit subir des clivages pour générer les différents ARNr matures , un 
processus qui nécessite une large ribonucléoprotéine surnommé SSU processome. Il 
s ' agit d' un complexe de 2.2 MD a, contenant pas moins de 72 composants protéiques 
et impliqué dans le traitement, l'assemblage et la maturation des ribosomes eucaryotes 
(Phipps et al , 2011). 
Des analyses des structures de chromatine nucléolaire par microscopie électronique 
(Figure 1.3) réalisées dans le but de caractériser le processus de la biogenèse des 
ribosomes chez la levure ont permis de caractériser de nouvelles structures 
intermédiaires associées à l'extrémité 5' du transcrit et à la séquence d'ARNr 18S. Il 
semble que ces intermédiaires d' ARNr peuvent être associés au complexe 
ribonucléique SSU processome (Gruenbaum et al , 2006) . 
Figure 1.3 Arbre de Noë l ou arbre de Miller chez la lev ure. 
Le tronc représente l' ADNr et chaque branche const it ue l' ARNr en cours de synthèse. Le pré-ARNr 
35S ( indiqué par les flèches) subit un clivage cot ranscriptionnel en A2 dans I'ITS permett ant la 
libération du pré- ribosome 40S. La pointe de flèche indique le SSU processome. (Tirée de Gruenbaurn 
et al. , 2006) 
Le processus de maturation des ARNr 18S, 5. 8S et 25S es t représenté à la Figure 1.4. 
Le pré-ARNr 35S, synthétisé par l'ARN polymérase 1, porte les séquences des trois 
ARNr flanquées par des espaceurs externes non codants ETS ( "external-transcribed 
spacer") et sont divisées par des séquences internes non codantes ITS ("internai-
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transcribed spacer"). Le précurseur est modifié de façon covalente par méthylation ou 
pseudouridylation sur de nombreux sites , puis soumis à un traitement par des 
endonucléases et exonucléases pour générer les ARNr matures 18S, 5.8S et 25S. Ces 
ARNr s'assemblent de façon indépendante avec l' ARNr 5S synthétisé par l' ARN 
polymérase III sous forme d'un précurseur 7S. Le 35S est clivé de manière très 
structurée aux sites AO et Al dans le 5 'ETS et dans l'ITS 1 au niveau du site A2. Le 
clivage au niveau des sites AO et Al donnent les pré-ARNr 32S et 33S tandis que le 
clivage au site A2 produit les précurseurs 20S et 27SA2. Les étapes de maturation 
finale, qui comprennent le clivage au site D, se produisent après que les particules 
soient exportées dans le cytoplasme où la maturation du 20S en 18S permet 
l'assemblage de la sous-unité 40S (Lemay et al , 2011) . 
Jusqu ' àcejour, environ 60 facteurs protéiques ont été décrits dans la biogenèse des 
ribosomes chez la levure. La plupart de ces facteurs ont été regroupés en fonction de 
leurs fonctions enzymatiques et 1 ou de leurs interactions avec des petits ARN 
nucléolaires (snoARN : "small nucléolar" ARN) et d'autres protéines. Lamajorité des 
facteurs protéiques et des ARN impliqués dans la biogenèse des ribosomes sont 
localisés au niveau du nucléole et sont essentiels pour la croissance. L'assemblage 
des différentes protéines ribosomiques en particules pré-ribosomiques a été 
principalement étudié par des analyses de contrôle de la cinétique d' incorporation de 
chaque protéine cytoplasmique et nucléaire dans les particules ribosomiques . Ces 
expériences indiquent gu ' un grand nombre de protéines ribosomiques s 'ass ocient aux 
pré-ribosomes nucléolaires à des étapes précoces de la maturation des ribosomes 
(Phipps et al , 2011 ). D ' autre part, il semble qu ' une déplétion touchant des protéines 
ribosomiques peut conduire à une inhibition des premières réac tions de clivage des 
pré-ARNr au niveau des sites AO, Al et A2. Ce défaut de clivage résuhe en une 
9 
Ao A, B, Bo 
! 
Primary 1 :~ ~i 35S tronscript 
s·-ETS ITS-1 ITS-2 3 '-ETS 
Ao 
' Cleavage Bo J 
!1 
~ 3SS CleavageJ A 1 
Ao t SSU ProcossomGI ~ 90S pre-nbOsOmO 
Cleavage 
-1- A, sss A, J ~ 32S 
Cleavage A2 1 !3 
[ ~A:,B,L ~ g 
11 z 
~ 
20S Cl;;vaiiC A;j Cleavage B 1L 27S~ 
1 •S Exo S, - B0 J 
pre-605 
pre-405 partK:Ies 
particlea ~ 
Cleavage J C, 27SA. ~ ExoS,- Bol 
B 1s • 1 
Cleavage C 2 J 27SBs ~00 c, 27SB,_ El c, , E H ~ t t t 7Ss 26S r.-~ 26S J Processing J Processing • c, .E ~ c, ,E r~ 25S ,- 2SS (i ---
-
~ 
16S s.ss,. 25S 5.65, 25S 
Figure 1.4 Synthèse et maturation des ARNr 18S, 5 .8S et 25S chez la levure Saccharomyces cerevisiae 
Les barres épaisses représentent les régions se retrouvant dans les ARNr matures, les barres minces 
indiquent les séquences espaceurs : ETS ( "external transcribed sequence") et ITS ("internai transcribed 
sequence") . Les séquences codant es pour les ARNr 18S, 5.8S, et 25S sont flanquées par les 5 ' et 3' 
ETS et sont séparées par les séquences ITS 1 et 2. Le précurseur 35S est clivé au site AO, donnant 
naissance au précurseur 33S, et ce dernier est rapidement clivé au site Al. Le précurseur 32S est clivé 
à son tour au site A2, permettant la for mation des pré-ARNr 20S et 27SA2 . Ces deux molécules sont 
respectivement les précurseurs des ARNr destinés à la petite et à la grande sous-unité ribosomique. Le 
précurseur 20S est clivé au niveau du site D, générant l'ARNr 18S mature . La majorité du précurseur 
27SA2 est clivé au site A3 par la RNase MRP , ce qui donne le pré -ARNr 27SA3. Ce dernier génère les 
ARNr matures 5.8S et le 25S. (Tirée de Phipps et al., 2011) 
réduction de la synthèse des ARNr et des sous-unités ribosomiques 40S et 60S 
(Kressler et al , 1999). En raison de l'importance de ce processus, des défauts dans la 
biogenèse des ribosomes peuvent avoir des effets néfastes sur le métabolisme 
cellulaire. Ils ' avère que certaines pathologies sont associées à un défaut de synthèse 
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des ribosomes tel que l'anémie Blackfan-Diamond (ABD) qui est causée par la 
mutation d'un gène qui code pour une protéine ribosomique ou encore le syndrome 
de Shwachman-Diamond où une anomalie génétique touche un gène codant pour une 
protéine ribosomique qui se lie à un facteur d'élongation du ribosome (Chabane et 
Blangy, 2006). 
1. 3 Le nucléole 
Le nucléole représente un compartiment sous-nucléaire distinct qui a été observé pour 
la première fois il y a plus de 200 ans. C'est au niveau du nucléole que se déroulent la 
transcription et la maturation des ARNr (Hernandez-Verdun, 2006). Le nucléole est 
aussi l'usine de fabrication des ribosomes (Figure 1.5). Il est considéré comme une 
structure dynamique puisqu'il apparait pendant l'interphase et disparait au cours de la 
mitose. Ce corpuscule à la fois sphérique et très dense est souvent décrit comme un 
compartiment spécialisé du noyau dans lequel les loci d'ADNr sont regroupés en 
plusieurs centaines de répétitions en tandem dans les régions nucléolaires 
organisatrices (NOR). Bien que la taille et la structure du nucléole varient selon le 
type cellulaire et le métabolisme, la morphologie ultrastructurale est très conservée 
chez les eucaryotes. Le nombre de nucléole est également variable : généralement on 
en observe un mais il arrive gu' il y en ait deux ou trois . Trois régions nucléolaires de 
base peuvent être distinguées par microscopie électronique : le centre fibrillaire (FC) 
qui contient des gènes inactifs d' ADNr, le composant fibrillaire dense (DFC) , lieu de 
synthèse des pré-ARNr, et la composante granulaire, site de traitement et 
d'assemblage des particules ribosomiques (Phipps et al , 2011) . 
(A) 
~ 
• ARN polymérase l Gytopfasme 
"t ARNr 
.6• Facteurs. de maturation 
• Protéines ribosomrques 
~ Sous-unité nbsomique 60S 
e Sous-unité nbsomrque 40S 
~ Ribosomes fonctionnels 
(B) 
Figure 1.5 Structure et fonction du nucléole dans la biogenèse des ribosomes 
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(A) Régions du nucléole impliquées dans la biogenèse des ribosomes. La microscopie électronique a 
permis d'observer trois régions morphologiquement distinctes du nucléole. Le centre fibrillaire (FC) 
est entouré par le composant fibrillaire dense (DFC) qui est à son tour entouré par le composant 
gran ulaire (GC). L' ARN polymérase I qui est impliquée dans la transcription des gènes des ADNr, se 
trouve à l'interface des régions FC et DFC. Chaque transcrit nouvellement produit quitte la région 
DFC pour rejoindre le composant GC. Au cours de ce cheminement, le transcrit est clivé, maturé et 
associé aux protéines ribosomiques. Après les étapes de maturation, les sous-unités ribosomiques 40S 
et 60S sont exportées dans le cytoplasme pour former le ribosome final. (B) Analyse du nucléole par 
spectroscopie électronique. Dans l'image de gauche, on observe la région d'intérêt contenant le 
nucléole (encadré). L'image du centre correspond aux ARN et ADN visualisés. L'image de droit e 
contient les régions FC, DFC et GC. (Tirée de Cann et Dellaire, 201 0) 
En microscopie électronique, on remarque la présence du nucléole dans le noyau par 
la forte densité des électrons due à la présence d'un grand nombre d' ARN. Dans le 
noyau, le nucléole est un corps dense, non délimité par une membrane. Il est parfois 
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différencié en deux zones : la zone fibrillaire centrale et la zone granulaire 
périphérique. Chez la levure, quand le processus de biogenèse des ribosomes est 
activé, le nucléole es t composé des centres fibrillaires , qui sont des régions claires 
dont la taille varie de 0, 1 à 1 J..Lm . Celles-ci sont entourées par le composant fibrillaire 
ou zone granulaire. L' ensemble forme des granules de 15 à 20 nm (Hernandez-
Verdun, 2006). La taille et l'organisation du nucléole sont directement liées à la 
production des ribosomes . L'organisation du nucléole révèle la compartimentation 
fonctionnelle des machineries nucléolaires qui dépendent justement de l'activité 
nuc1éolaire (Hernandez-Verdun, 2006). Des analyses protéomiques récentes réalis ées 
par spectrométrie de masse sur des extraits nucléolaires ont permis d ' identifier près 
de 700 protéines , parmi lesquelles certaines ne sont pas liées à la biogenèse des 
ribosomes . La présence de ces protéines confirme que le nucléole, en plus d'être le 
site de la biogenèse des ribosomes , est impliqué auss i dans d'autres fonctions 
cellulaires (Oison et aL , 2000). L' implication du nucléole dans les machineries 
complexes des ARN et l'assemblage des ribonucléoprotéines (RNP) permettrait à 
d ' autres RNP fonctionnelles, telles que la télomérase ou encore des RNP d ' épissage, 
d ' exploiter le nucléole dans leur voie de biogenèse (Boisvert et al. , 2007). 
Bien que le nuc léole soit princ ipalement associé à la biogenèse des ribosomes, 
plus ieurs éléments de preuve montrent qu'il exerce des fonc tions supplémentaires . 
Parmi ces fonctions, on note la régulation de la mitose ou encore la prolifération du 
cyc le cellulaire. Des mutations des gènes codant pour des ADN hélicases ont assoc ié 
le nucléole à certaines pathologies telles que l'anémie Diamond- Biackfan (Chabane 
et Blangy, 2006) qui résulte de mutations dans le gène qui code pour la protéine 
ribosomique RPS19. Cette anomalie affecte la maturation de l' ARNr 18S ainsi que la 
production de la sous-unité ribosomique 40S. Ces observations ont permis de 
conclure que l'ahération des fonctions au niveau du nucléole pourrait mener à des 
anomalies phénotypiques (Boisvert et aL , 2007). En dépit de plusieurs années de 
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recherche, le nucléole réserve probablement d'autres surprises que nous ignorons 
encore. 
1.4 Les petits ARN nucléolaires etles ribonucléoprotéines 
Les snoARN sont des ARN présents dans le nucléole des cellules eucaryotes. Ils 
jouent un rôle capital dans le processus de maturation des ARNr et dans les 
modifications post-transcriptionnelles. Il existe un large éventail de populations de 
snoARN, probablement plus de 100 espèces différentes. La majorité des snoARN 
peut être classée en deux grandes familles, à l'exception d'une espèce soupçonnée 
d'être un ribozyme. Ces familles se distinguent par la présence d'éléments de 
séquences conservées, appelées boîte CID et boîte ACA Tous les snoARN à boîtes 
CID présentent quatre éléments de séquences communes comprenant les boîtes CID 
et les domaines A et B. Le domaine B n'est pas indispensable mais il devient 
conditionnellement essentiel lorsque l'interaction entre le domaine A et les ARNr est 
affaiblie (Liang et Fournier, 1995) . Les snoARN de cette classe sont nécessaires à la 
méthylation des ARNr (Liang et al, 1997). 
Les snoARN s'associent avec des protéines spécifiques pour former des 
ribonucléoprotéines (snoRNP). Ces petites ribonucléoprotéines nucléolaires assurent 
la méthylation et la pseudouridylation de l'ARN . Chaque classe des snoRNP CID et 
Hl ACA est définie par sa composante d' ARN (le snoARN). Des régions de 
séquences uniques des snoARN sont impliquées dans la formation des snoRNP 
matures. Ces éléments de séquences sont en grande partie conservés et sont essentiels 
pourl'assemblage des snoRNP fonctionnelles. La classe CID des snoARN est définie 
par deux motifs consensus (Figure 1. 6). La séquence UGAUGA de la boîte C se situe 
proche de l'extrémité 5' de l' ARN, tandis que la séquence CUGA de la boîte D se 
situe à l'extrémité 3'. Ces deux motifs sont réunis par un appariement de bases entre 
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les extrémités 5' et 3' de l'ARN (Reichow et al , 2007). La plupart des classes CID des 
snoARN contient un second ensemble de séquences conservées, les boîtes C' et D', 
situées dans la région centrale de l'ARN. Chez les eucaryotes, ces éléments sont très 
peu conservés. Le site de modification est caractérisé par la formation de paires de 
bases entre une séquence de 10 à 20 nucléotides qui se trouvent en amont du motif D 
et 1 ou D ' du snoARN et des séquences complémentaires flanquant le site de 
méthylation de l' ARN. La réaction de méthylation a lieu exactement à 5 nucléotides 
en amont du motif conservé CUGA (Reichow et al , 2007). 
B 
Figure 1.6 Les snoARN et leurs ARN cibles 
Box H 
A NANNA 3' 
Les classes 00 (A) et J-VACA (B) des snoARN (en gris) contiennent des «boîtes» qui sont des motifs 
de séquences conservées et spécifiques à chaque classe (en bleu). Les sites ciblés pour la modification 
des nucléotides sont marqués d'une étoile. Les snoARN J-VACA adoptent une structure secondaire 
commune sous forme de deux épingles. Les deux tiges-boucles sont re liées par une région charnière 
qui cont ient la séquence ANANNA (boîte H) et la deux ième épingle à cheveux est suivie d'un segment 
simple brin avec une séquence de trois nucléot ides (boîte ACA) sit uée exactement à tro is nucléotides 
en amont de l' extrémité 3' du snoARN. (Tirée de (Reichow et al. , 2007)) 
Dans le même ordre d'idées , des études ont mis en évidence le rôle d'une structure 
nucléaire dans la biogenèse des snoRNP. Cette structure de forme sphérique, connue 
sous le nom de corps de CajaL est présente chez les vertébrés et les invertébrés. En 
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plus des snoRNP, Je corps de Cajal renferme aussi de nombreux constituants 
nucléolaires tels que les snoARN. Il semble que le corps de Cajal puisse servir de site 
de maturation des snoARN et d'assemblage des snoRNP (Qiu et al , 2008). 
1.4.1 SnoARN U14 
Parmi les snoARN, on distingue Ul4, connu pour son rôle dans la méthylation du 
ribosome et sa participation à la maturation de l'ARNr 18S (Figure 1.7) . Des études 
ont rapporté que la perte ou finactivation du snoARN U14 peut perturber les clivages 
spécifiques des pré-ARNr, ce qui va causer des niveaux réduits de l' ARNr mature 
18S (Liang et al , 1997). 
5' 3' 
Figure 1.7 Struct ure secondaire d'Ul4 chez la levure S. cerevisiae 
La molécule contient quatre éléments de séquences conservées. Les boîtes Cet D sont nécessaires pour 
produire Ul4. Les domaines A, B et Y sont importants pour l'activité d'Ul4 puisqu'ils participent à la 
maturation des ARNr (T irée de Liang et al. , 1997) 
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1.4.2 SnoARN U3 
Un autre snoARN très important est le snoARN U3 (Figure 1.8) . Il est omniprésent 
chez les eucaryotes et il est nécessaire pour la maturation du pré-ARNr 18S (Dragon 
et aL, 2002). En outre, U3 intervient de façon spécifique dans le clivage des ARNr 
durant la maturation des pré-ARNr, il est impliqué en particulier dans la maturation 
de l'ARNr 18S dans tous les organismes où il a été testé (Dragon et aL, 2002) . Chez 
S. cerevisiae, les snoRNP U3 ainsi que U14, SnRlO et SnR30 sont tous impliqués 
dans le clivage des pré-ARNr au niveau des sites AO, Al et A2. 
Figure 1.8 Représent ation schématique de l' int eraction entre le snoARN U3 et le pré -ARNr 18S chez 
la levure S. cerevisiae 
La figure montre une int eraction ent re le snoARN U3 et la région 5' ETS du pré -ARNr 18S chez la 
lev ure. P lus en détail, on observe une int eraction (hélices V et IV) ent re les boîtes A et A' chez le 
snoARN U3 et un segment du pré-ARNr 18S. La séquence du pré-ARNr est indiquée en vert. La 
séquence du snoARN est indiquée en noir. (T irée de (Marmier- Go urrier et al. , 2011 )). 
Il s' avère auss i que le complexe U3 est lié au 5' -BTS de l' ARNr. Ce complexe forme 
avec les pré-ARNr et d'autres facteurs additionnels la petite sous-unité connue sous le 
nom de SSU processome ou encore le pré-ribosome 90S (Dragon et aL, 2002; 
Osheim et aL, 2004) . 
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1.5 Les hélicases 
Les hélicases constituent une grande famille d'enzymes à activité ATPasique. Elles 
utilisent l'énergie hbérée par l'hydrolyse d' un nucléotide 5' -triphosphate pour 
dissocier les liaisons hydrogène entre les deux brins d'ADN ou d'ARN, ce qui 
favorise le déroulement des duplex et la séparation des brins. Les hélicases sont 
également caractérisées par une activité translocase, c'est-à-dire qu'elles ont la 
capacité de décrocher des protéines fixées à l'ADN . Les hélicases peuvent être 
classées en six superfamilles (SF) sur la base d'acides aminés conservés dans leur 
séquence primaire. Elles se retrouvent dans tous les organismes , des bactéries à 
l'homme, et dans de nombreux virus (Linder et Fuller-Pace, 2013). 
Les hélicases des SFl et SF2 sont impliquées dans pratiquement tous les aspects du 
métabolisme de l'ADN et de l'ARN. Ces deux superfamilles d' hélicases ont un cœur 
catalytique hautement similaire. Ce cœur catalytique renferme 12 séquences 
caractéristiques qui forment la base de la subdivision initiale des hélicases. Les SF1 et 
SF2 sont constituées de familles caractérisées par des séquences très distinctes sur le 
plan structureL La famille Pifl-like (Fairman-Williams et aL, 2010) et seulement 
quelques hélicases à ARN putatives telles que les hélicases Upfl-like font partie de la 
SFl. La plupart des hélicases à ARN appartiennent à la SF2, qui est probablement la 
classe la mieux caractérisée au niveau structureL Cette superfamille inclut les familles 
« DEAD-box », « DEAH-box », Swi/Snf et « Ski2-like ». 
La SF3 comprend des hélicases putatives avec de petits domaines hélicasiques 
d'environ 100 acides aminés que l'on trouve dans des virus à ADN et ARN. Elles 
comportent également trois motifs conservés dont les deux motifs classiques de 
liaison à l' ATP. La SF4 se compose entre autres d'hélicases qui sont liées à des 
protéines constituées de cinq motifs qui forment généralement des structures 
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hexamériques (Caruthers et McKay, 2002). Les autres membres de la SF4, SF5 et 
SF6 sont des protéines qui s ' assemblent aussi sous forme d'hexamères et qui sont 
constituées d'un module « RecA-like ». Ce dernier utilise l'énergie d' hydrolyse et de 
liaison des nucléotides pour accomplir sa fonction comme par exemple déplacer les 
acides nucléiques (Ye et aL , 2004). 
Les hélicases à ARN sont caractérisées par 9 motifs conservés. Le motif le mieux 
connu renferme la séquence peptidique D-E-A-D qui a permis de définir les protéines 
« DEAD-box », qui sont décrites dans la prochaine section. Ces hélicases à ARN de 
la famille à boîte « DEAD » sont impliquées dans tous les processus associés aux 
molécules d'ARN . Ceci inclut tous les procédés cellulaires tels que la maturation des 
ARN, la biogenèse des ribosomes , l' épissage de l'ARN , et la transc ription et initiation 
de la traduction d'ARNm (Owttrim, 2006). À titre d ' exemple le génome de la levure 
S. cerevisiae code pour 39 hélicases putatives impliquées dans le métabolisme de 
l' ARN. 
Considérées comme des moteurs moléculaires capables de modifier la structure 
secondaire d'ARN, beaucoup de ces protéines possèdent une activité ATPase 
dépendante de l'ARN , qui est parfois stimulée par l'ARN spécifique des substrats. Si 
l' ac tivité ATPas igue leur es t attribuée, il n'en est pas de même pour l'activité 
hélicasique puisque peu d'hélicases à ARN ont cette propriété. Il est possible que les 
hélicases à ARN impliquées dans la biogenèse des ribosomes ne soient pas 
nécessaires uniquement pour les dissociations des structures ARN -ARN mais qu'elles 
soient aussi impliquées dans les interactions protéine-protéine et la modulation de la 
spécificité ARN -protéine. Ces réarrangements structuraux assurent le bon 
déroulement de la synthèse des ribosomes (Daugeron et al, 2001). Des analyses 
biochimiques et génétiques ont montré qu'il exis te au moins deux hélicases à ARN 
nécessaires pour l'initiation de la traduction chez la levure, notamment la protéine à 
19 
boîte DEAD eiF4 ("eukaryotic translation initiation factor 4") (Linder, 2003). 
L ' interaction entre eiF4G et eiF3 assure le positionnement de la petite sous-unité 40S 
à l'extrémité 5' de l' ARNm. Une fois que la sous-unité 40S trouve l'extrémité 5' de 
l'ARNm, la numérisation de l'ARNm peut commencer pour la recherche d ' un codon 
initiateur AUG afin de débuter la traduction. À ce premier codon, le GTP lié à eiF2 
est hydrolysé et la grande sous-unité 60S du ribosome rejoint le complexe d'initiation 
(Kozak, 1989). Certaines protéines ont besoin d ' interagir avec des cofacteurs pour 
accomplir leurs activités . Le facteur d'initiation 4A (eiF4A) en est un exemple. Ce 
dernier a une activité hélicasique faible qui est renforcée par eiF4B. La séquence 
primaire des hélicases à ARN contient un domaine hélicas ique flanqué par des 
extensions N- et C-terminales . Ce corps hélicasique est composé de deux protéines 
recombinase A (RecA) . Bien que ces enzymes soient nécessaires pour le déroulement 
des structures secondaires des régions 5' non traduites des ARNm, leur rôle exact n ' a 
pas été démontré de façon convaincante. 
1.6 Les protéines « DEAD-box » 
Les protéines « DEAD-box » ont d'abord été identifiées dans les années 80. Ce sont 
des ARN hélicases nécessaires dans les processus cellulaires impliquant des 
complexes de RNP (Johnson et M cKay, 1999) . Le nom de cette famille dérive de la 
séquence peptidique D-E-A-D (Asp, Glu, Ala, Asp) au niveau du motif II . Quoique 
certaines de ces enzymes aient été lar gement carac téris ées in vitro, leurs propr iétés in 
vivo sont encore peu décrites (Cordin et al , 2006). Elles possèdent une ac tivité 
ATPase et hélicase, et peuvent interagir avec les ARNm. Dans la plupart des cas , 
l'hydrolyse de l'ATP est dépendante de l'ARN, ce qui met clairement la fonction 
biologique des protéines« DEAD-box »dans le contexte de l'ARN (Rocak et Linder, 
2004). Conséquemment, il semble que l'inactivation de la plupart des protéines 
«DEAD-box» engendre une mauvaise synthèse protéique. On peut ainsi conc lure 
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qu'elles sont susceptibles de jouer un rôle capital dans le processus de maturation des 
ARNr (Bradley et De La Cruz, 2012) . De nombreuses études ont mis en évidence 
l'implication de différentes protéines« DEAD-box »dans d'innombrables processus. 
La Figure 1. 9 présente les processus cellulaires les plus éminents faisant intervenir 
quelques protéines « DEAD-box ». Parmi ces protéines, plusieurs sont impliquées 
dans la machinerie transcriptionnelle. 
\ \ 
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Figure 1.9 Les processus cellulaires impliquant les prot éines« DEAD-box » 
Chez la levure S . cerevisiae ainsi que dans d'autres organismes, les protéines« DEAD-box »assurent 
divers fonct ions cellulaires. On parle not amment des hélicases putatives impliquées dans la biogenèse 
des ribosom es , tel que eiF4A (facteur d' initiation 4A chez les eucaryotes) ou encore DbplO , une 
hélicase ATP-dépendante putat ive appartenant à la famille « DEAD-box » qui est essent ielle à la 
biogenèse des ribosomes. L'épi ss age de s pré-ARNm implique des ARN hélicases comme Prp5 qui 
stabilise l' association des int rons de l' ARN avec les ribonucléoprotéines. L' exportation d' ARNm du 
noyau vers le cytoplasme nécessite la protéine« DEAD-box » Dbp5 . L' initiation de la traduction 
implique le facteur d'init iat ion eiF4A qui permet principalement la réorganisation de la st ructure du 
dup lex d' ARN. (Tirée de Rocak et Linder, 2004) 
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Chez la levure S. cerevisiae, on compte plus de 20 différentes protéines à boîte 
« DEAD », dont un grand nombre est essentiel pour la viabilité cellulaire (Shiratori et 
al , 1999). Les protéines « DEAD-box » sont caractérisées par l'utilisation d' ATP 
comme source d ' énergie, ce qui les différencie des protéines « DEAH-box ». Ces 
dernières sont considérées comme des membres de la SF2 d ' hélicase à ARN, une 
famille aussi impliquée dans le processus de biogenèse des ribosomes. Les protéines 
« DEAD-box » sont également impliquées dans les phénomènes d' initiation et 
traduction, et elles sont nécessaires pour la dégradation des molécules d'ARN. La 
plupart des protéines« DEAD-box » présente 9 motifs conservés (Figure 1.10) . Par 
ailleurs , elles n'ont aucun domaine supplémentaire parfois présents dans d'autres 
protéines à boîte « DEAD » (Gargantini et al , 2012) . Les différents motifs conservés 
des protéines « DEAD-box »sont décrits ci-dessous. 
QMoti r Mo tif l Mo tir la Motif tb Motif Il Mat ir Il l Mot if IV Motif V Mat ir VI 
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Figure 1.10 Présen tat ion schématique des mot ifs conservés des protéines« DEAD-box » 
Les résidus co lorés sont ceux de la prot éine Vasa (une « DEAD-box » de la drosophile) qui 
int eragissent avec l'ATP (en rouge) ou l'ARN (en bleu), ou ceux qui sont impliqués dans des 
interact ions int raprotéiques (en vert ). (Tirée de (Linder, 2006)) 
Le motif Q : La séquence consensus de ce motif a été définie comme GaccPohlQ (où 
a est un rés idu aromatique qui semble-t-il serait unique chez les protéines « DEAD-
box », c es t un rés idu chargé, o es t un alcool, h est un rés idu hydrophobe et 1 
représente un résidu aliphatique). L'alignement de séquence a montré que ce motif 
renferme 9 acides aminés conservés dont une glutamine invariante, avec plus de 60% 
de conservation. Le résidu glutamine est présent dans la séquence de plus de 99% de 
ces motifs , et c ' est la raison pour laquelle la séquence porte le nom de ce résidu. Le 
motif Q fait partie d'une structure sous forme de cap ( "cap-like structure") (Cordin et 
al , 2006). Des études de mutagenèse in vivo chez la levure ont révélé que les 9 
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résidus conservés sont importants pour la viabilité cellulaire. D'autres analyses in 
vitro chez la levure ont montré que ces résidus sont nécessaires pour l'activité 
ATPasique. Ces résultats concordent avec des analyses réalisées sur les protéines 
« DEAD-box » (analyses de crystallisation par rayon X) , qui ont révélé que le motif 
Q est impliqué dans la fixation de la base azotée des nucléotides. Il semble également 
que le motif Q soit impliqué dans l'hydrolyse de l' ATP et dans la régulation de 
l'activité ATPasique in vivo (Tanner et al, 2003). 
Le motif l : Connu aussi sous le nom de motif Walker A, il est commun à toutes les 
hélicases et également à de nombreuses NTPases. Ce motif (AxTGoGKT, où o est un 
alcool et x est un acide aminé non-chargé) est crucial pour les ATPases et les 
hélicases. En effet, une mutation touchant le premier résidu alanine, la lysine en 
position 7 ou encore le dernier résidu thréonine est capable de supprimer l' activité 
ATPasique en réduisant l'hydrolyse d' ATP. Il semble également être impliqué dans 
la liaison NTP en interagissant avec des ions magnésium (Cordin et al , 2006) . Le 
motif 1 occupe sans doute une position centrale et cruciale puisqu'il interagit à la fois 
avec les motifs Q, l et II (Cordin et al , 2006) . 
Les motifs la et lb : Ils ne semblent pas être impliqués directement dans la liaison à 
l' ATP ou dans l'hydrolyse, ce sont des motifs de fixation à l' ARN. Il parait aussi que 
1 s motifs la et lb du domaine I présentent une structure équivalente à celle des motifs 
V et IV respectivement. Une étude a montré qu'une substitution d'alanine au niveau 
du motif la chez les protéines « DEAD-box » altère leur activité hélicasique (Cordin 
et al , 2006). 
Le motif II: Il est connu aussi sous le nom de motif Walker B (Walker et al, 1982) . 
Tout comme le motif I, il utilise un atome de magnésium pour se complexer à l' ATP 
(Koonin et al, 1993) . La principale caractéristique du motif II est sa contribution à 
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l'hydrolyse des NTP pour assurer l'activité de déroulement. Il est également 
hautement conservé dans sa séquence (Tanner, 2003). 
Le motif III :Il est impliqué dans les activités hélicasiques et dans la liaison à l' ATP. 
Il s ' avère que des mutations touchant le facteur d'initiation eiF4A ainsi que les 
protéines « DEAH-box » au niveau de ce motif entraînent une baisse de l'activité 
hélicasique. Il semble que le premier résidu du motif I soit à proximité du résidu 
sérine du motif III, et que ces derniers interagissent ensemble. Cette interaction ne 
semble pas être modifiée par la liaison d'un autre nucléotide. La substitution des 
résidus de ce motif réduit la vitesse d'hydrolyse de l' ATP ainsi que la liaison à 
l' ARN, ce qui a pour conséquence une réduction drastique de l'activité hélicasique. 
Le motif IV : La séquence de ce motif reste encore mal élucidée. Tous les articles 
publiés sur les protéines « DEAD-box » présentent des séquences différentes de ce 
motif. Néanmoins, il se définit le plus souvent comme deux résidus aliphatiques (1 , L, 
ou V) suivi par une phénylalanine. Le premier résidu du motif V est à proximité du 
résidu hydrophobe du motif lV, ce qui suggère une possibilité de connexion entre ces 
deux motifs. Toutefois cette observation doit être confirmée expérimentalement 
( Cordin et al , 2006). 
Le motif V est proposé com me étant un motif de liaison à l' ARN en association avec 
les motifs la, lb et IV. Un rôle lui est attribué dans l'activité ATPasique. Il semble 
que chez le facteur d ' initiation eiF4A, le résidu arginine conservé du motif V 
interagit avec le motif II ou avec un oligonucléotide de liaison (Caruthers et aL 2000). 
Le motif VI : Il semble important pour l' activité ATPasique et pour la liaison à 
l' ARN. Il a été proposé que le second rés idu arginine de ce motif soit nécessaire pour 
les liaisons d ' ATP et aussi pour l'hydrolyse. Il semble aussi que ce résidu fonctionne 
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comme «un doigt d'arginine » assurant la stabilité des Ions Mg2+ au cours de 
l'hydrolyse d' ATP (Cordin et al , 2006). 
En conclusion, les motifs I, II , Q et VI sont nécessaires pour la liaison d' ATP, tandis 
que les motifs la, lb, III, IV, et V sont impliqués dans les réarrangements 
intramoléculaires et les interactions avec l' ARN (Tanner, 2003). 
Comme évoqué précédemment, plusieurs mécanismes aussi complexes et 
dynamiques les uns que les autres font intervenir les protéines « DEAD-box ». Ces 
dernières sont nécessaires pour l'exportation des ARN et sont capables aussi de 
dissocier les facteurs nucléaires de l' ARNm ou encore de préparer l' ARNm pour le 
processus de traduction. On prend à titre d'exemple le facteur d'initiation eiF4A, sur 
la base d'une grande quantité de données expérimentales. Ce dernier réorganise la 
structure du duplex d' ARN à l'extrémité 5' de l' ARNm afin de le préparer à la 
formation de la petite sous-unité ribosomique. Dans le même enchaînement d'idées, il 
paraît que les protéines à boîte « DEAD » soient également impliquées dans 
l'expression des génomes mitochondriaux. En effet, il a été suggéré qu'une protéine 
« DEAD-box »chez la levure S. cerevisiae (Mss 116) soit impliquée dans l'épissage 
des introns mitochondriaux. Il s'agit d'un « chaperon d'ARN » dont la fonction 
principale es t l'épissage des introns mitochondriaux des groupes I et II, et l'ac tivation 
traductionnelle (Mohr et al, 2008). En outre, il a été proposé que les protéines 
« DEAD-box » soient nécessaires pour la dégradation des molécules d' ARN. En 
effet, il a été évoqué qu ' une protéine « DEAD-box » hélicase ATP-dépendant (RhlB) 
soit capable de dégrader les structures d' ARN par l'action des PNPase 
("polynucleotide phosphorylase", une protéine de dégradation d' ARN) (Rocak et 
Linder, 2004) . La compréhension des mécanismes et fonctions liés aux protéines 
« DEAD-box » représente un enjeu important étant donné que ces hélicases à ARN 
sont impliquées dans divers processus essentiels à la vie de la cellule, tels que la 
--------------------- ---- --
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transcription, la réplication ou encore la biogenèse des ribosomes. Ce sont donc des 
cibles potentiellement intéressantes mais dont on ignore pour certaines d'entre elles 
les interactions moléculaires et cellulaires, comme c'est le cas pour la protéine Dbp4. 
1. 7 La protéine« DEAD-box » Dbp4 
Certaines protéines nucléolaires présentent un signal de localisation nucléaire (NLS) 
bipartite. Ce dernier leur permet de pénétrer dans le noyau, puis elles s 'accumulent 
dans le nucléole en vertu de liaison à d'autres composants nucléolaires (probablement 
ARNr) (Schmidt-Zachmann et Nigg, 1993). Dbp4 est une ARN hélicase nucléolaire 
qui ne présente pas de NLS, et qui nécessiterait donc une interaction avec d'autres 
protéines pour être importée dans le noyau. Cette protéine « DEAD-box » est 
impliquée dans la production de l'ARNr 18S qui entre dans l' assemblage de la sous -
unité 40S. Cette hélicase putative de taille prédite de 87 kDa possède un homologue 
très conservé chez l' humain qui se nomme DDX10. Les deux séquences présentent 
une similitude de l' ordre de 40% sur toute leur longueur (Figure 1.11) . Il semble que 
des mutations identifiées dans le gène de DDX10 soient associées au cancer du sein 
(Liang et al , 1997) . 
La protéine DBP4 ainsi que quatre autres ARN hélicases putatives ont jusqu'ici été 
liées à la maturation des ARNr. Il s 'agitdes protéines Rrp3,Drs 1p, Spb4p et Dbp3p. 
La protéine Rrp3, comme DBP4, intervient dans la maturation de l'ARNr 18S. Les 
protéines Drs 1 p, Spb4p et Dbp3p sont impliquées dans la maturation de l'ARNr 25S 
et du pré-ARNr 27S . Cependant, les détails précis sur la façon dont ces protéines 
affectent la maturation des ARNr font encore défaut (Liang et al , 1997) . Plusieurs 
études ont été menées pour expliquer les conséquences suite à un défaut de synthèse 
de la protéine Dbp4. En effet, l'inactivation de cette hélicase putative cause un déficit 
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Figure 1.11 Alignement de séquences des protéines « DEAD-BOX » DDXI 0 de l'humain et Dbp4 de 
la levure. 
L'alignement des séquences a été obtenu par Clustal W. Les 9 motifs conservés des hélicases à ARN 
«DEAD-box» sont codés par couleur. Les deux séquences sont identiques à 40%. Les similitudes 
s'étendent au-delà du cœur catalytique, ce qui suggère une conservation fonctionnelle. (Tirée de 
Soltanieh, 2008) 
en ARNr 18S mature et l'accumulation d'une forme aberrante d' ARNr 18S nommé 
pré-ARNr 23S. Il s'ensuit que la pré-particule 40S ne pourra pas accéder au 
cytoplasme et restera donc piégée au niveau du noyau, ce qui engendre naturellement 
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un déroulement anormal de la biogenèse des ribosomes et par conséquent un 
problème pour la synthèse protéique (Cretien et al , 2008). Certaines études ont 
montré que la surexpression de la protéine DBP4 pourrait rétablir la synthèse de 
l'ARNr 18S en facilitant sa liaison ou sa hbération et aussi celle du snoARN U14 
(Liang et al , 1997). D'autres études ont rapporté qu'un défaut de synthèse de Dbp4 
inhibe le clivage du pré-ARNr au niveau du site A2, ce qui suggère que Dbp4 serait 
impliquée dans la synthèse de l' ARNr 18S. D'autre part, Dbp4 possède dans sa 
région C-terminale un motif d ' interaction protéine-protéine de type « coiled-coil » 
(Figure 1.12) qui est conservé chez tous les orthologues de Dbp4. 
(A) Dbp4 
(B) 
Figw-e 1.12 Représentation schémat igue de la structure primaire de la pro téine Dbp4 de la levure 
(A) Structure de Dbp4. Dbp4 est caractérisée par 9 mot ifs conservés qui forment le cœur catalytique de 
l' enzyme. Cette région est flanquée par deux extrémit és N- et C-terminale . La partie C-terminale de 
Dbp4 renfer me un mot if d' int eract ion prot éine-protéine« co iled-co il» qui renferme 35 ac ides aminés. 
(B) Motifs conservés chez les protéines « DEAD-box ». Les motifs Q, 1 et II sont impliqués dans 
l'hydroly e d l' ATP. L motif III assur l'activit' d d'roui ment. Le motif VI particip à la liaison 
de l' ATP . Les mot ifs Ta, Tb, IV et V sont impliqués dans la liaison de l' ARN. (Tirée de Lapensée, 
2008) 
La structure« coiled-coil »est composée de deux ou plusieurs hélices alpha retenues 
ensemble par l'intermédiaire d'enroulement de chaînes latérales . Les hélices, qui 
peuvent être disposées parallèlement ou antiparallèlement, tournent l'une autour de 
l'autre pour former des structures en forme de corde (Figure 1.13 a et b). 
L'enroulement de ces hélices est crucial pour as surer l' interface en continu des 
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bandes hydrophobes (Walshaw et Woolfson, 2001) . Au niveau séquence, il existe un 
motif répétitif de sept résidus souvent désignés abcdefg . Les résidus hydrophobes 
sont en général en position a et d et forment une bande apolaire sur chaque hélice 
(Figure 1.13 c ). Malgré cette apparence toute simple, les deux hélices enroulées 
présentent un degré considérable de diversité structurelle. La présence du motif 
« coiled-coil » suggère que Dbp4 pourrait nécessiter l'appui d'un cofacteur pour 
accomplir son activité hélicasique. 
(b) 
(a) (c) 
Figure 1.13 Représentation schémat ique de la structure « coiled-coil » 
Enroulement de deux hélices (3.5 résidus par tour). (a) Un dimère parallèle« coiled-coil » typique . (b) 
Vue orthogonale de la structure de base. ( c) Représentation de l'orientation et de l'int eract ion entre les 
deux hé lices avec indication des positions heptades. (Tirée de Walshaw et W oolfson, 2001) 
Des tests dans le système double-hybride chez la levure réalisés au sein de notre 
laboratoire ont permis de mettre en évidence une forte interaction entre Dbp4 et une 
protéine nucléolaire du nom de Bfr2. Il s'agit d'un gène essentiel codant pour une 
protéine de 61 ,2 kDa (Chabane et Blangy, 2006) . Tout comme Dbp4, cette protéine 
présente dans sa séquence un motif« coiled-coil » et elle est aussi impliquée dans la 
maturation de l' ARNr 18S. Bfr2 est également considérée comme un facteur de 
croissance nucléolaire, et elle est essentielle pour la croissance et la prolifération 
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cellulaire. Il est probable que Dbp4 ait besoin de former un complexe avec son 
partenaire nucléolaire Bfr2 pour assurer sa fonction ATPasique. Malgré tout ce qui 
est connu sur les propriétés de Dbp4, son rôle exact et sa fonction précise dans le 
processus de maturation des ARNr restent à élucider. 
1. 8 L'étude présente 
Comparable à de la machinerie spécialisée, les ribosomes sont des organites 
cellulaires responsables de la production des protéines. La synthèse des ribosomes est 
une activité majeure de toute cellule vivante. Cette voie métabolique complexe 
permet la hbération de deux sous-unités de tailles inégales et de formes différentes , à 
savoir la petite sous-unité 40S qui est constituée de l' ARN ribosomique (ARNr) 
mature 18S, et la grande sous-unité 60S formée des ARNr matures 5S, 5.8S et 25S . 
De nombreuses questions restent ouvertes concernant les mécanismes qui entrent en 
jeu dans la maturation des ARNr. La protéine Dbp4 est un bon candidat qui pourrait 
nous aider à affiner nos connaissances sur ce processus complexe. En effet, cette 
ARN hélicase est impliquée dans l'assemblage de la petite ribonucléoprotéine 
nucléolaire Ul4 et elle est également essentielle à la maturation de l' ARNr 18S chez 
la levure Saccharomyces cerevisiae (Liang et al , 1997) . L'étude de Dbp4 permettra 
donc d' éc lairc ir nos connais sances sur le processus de biogénèse des r ibosom es . Cette 
protéine « DEAD-box » es t caractérisée par neuf motifs conservés qui forment la 
région catalytique de l'enzyme. Elle porte auss i une région C-terminale dont la 
fonction est moins bien connue. Notre intérêt pour l'étude de la région C-terminale de 
Dbp4 découle de deux cons tatations : 
•!• Dans un premier temps , des analyses non publiées de notre laboratoire 
ont démontré que la région C-terminale de Dbp4 est très importante 
pour sa fonction puisque sa délétion entraîne une létalité. 
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•!• La région C-terminale de Dbp4 présente un motif d'interaction 
protéine-protéine appelé « coiled-coil », qui est conservé chez tous les 
orthologues de Dbp4. 
Nous souhaitons dans un premier temps identifier les acides aminés de la région C-
terminale de Dbp4 qui sont importants pour la fonction de l'enzyme. Pour ce faire, 
nous avons généré des mutations aléatoires au niveau de la région C-terminale, et 
nous avons identifié et caractérisé des mutations létales. Il est probable que ces 
mutations affectent certaines propriétés de cette enzyme, entre autres la localisation 
nucléolaire, l'interaction avec ses partenaires protéiques, et sa fonction dans la 
maturation de l'ARNr 18S. 
CHAPITRE II 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1 Création de la banque de mutants de Dbp4 
Afin d ' identifier les acides aminés importants pour la fonction de Dbp4, la technique 
de mutagenèse aléatoire par PCR (trousse GeneMorph, Stratagene) fut réalisée par 
des membres de notre laboratoire (principalement Sahar SoltanO. Le but de cette PCR 
mutagénique était de créer des mutations aléatoires dans la région C-terminale du 
gène. Suite à la PCR, les fragments ont été substitués à la région C-terminale normale 
de Dbp4 dans le plasmide pDbp4::3HA (aussi généré dans notre laboratoire) , où un 
épitope triple HA est présent en aval du gène Dbp4. Une banque de 60000 clones de 
levures (que je nommerai pDbp4mut::HA) a ainsi été générée et a été utilisée pour le 
criblage. 
2.2 Souche de levure et milieux 
La souche de levure promGALl Dbp4, générée dans notre laboratoire, a été utilisée 
pour le criblage. Dans cette souche, le promoteur du gène Dbp4 endogène a été 
remplacé par le promoteur de GALl , ce qui rend l'expres sion de Dbp4 dépendante du 
galactose. Ce promoteur n 'es t pas actif en présence de dextrose. Les milieux de 
culture utilisés ont été préparés selon les protocoles standards (Ausubel et aL, 1999). 
Il s'agit principalement de YP (1% yeast extract, 2% peptone) et de milieu minimal 
SC -Trp -Ura (6,7 g/L Yeast Nitrogen Base sans acides aminés , 0,72 g/L mélange 
d'acides aminés "drop out" sans tryptophane et sans uracile). La source de carbone a 
varié entre le dextrose et le galactose à une concentration finale de 2% pour générer 
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les milieux SD et SGa~ respectivement. Les milieux solides ont été obtenus par 
l'ajout d'agar (20 g/L) . 
2.3 Déplétion des souches de levures de Dbp4 
Les expériences de déplétion visaient à déterminer les conditions pour sevrer les 
cellules du galactose. Ceci était important pour les préparer au criblage sur milieu 
dextrose. Les cellules ont été cultivées et récoltées par centrifugation après passage 
dans le milieu YPD (pendant 16h): Elles ont été cuhivées dans un milieu liquide 
contenant du galactose jusqu'à la phase exponentielle , puis récoltées et lavées avec de 
l' eau distillée. Elles ont ensuite été remises en suspension à une densité optique à 600 
nm de 0, 1 dans du milieu YPD préchauffé à 30°C. Au cours de la croissance, les 
cellules ont été maintenues en phase exponentielle (~00< 0, 7) par dilution avec du 
milieu YPD. 
2.4 Criblage de la banque de clones Dbp4 mutés et identification des clones létaux 
Un système génétique a été utilisé pour identifier les clones causant la létalité à partir 
de la banque de mutants. Dans ce système, la survie des levures de la souche 
promGALl Dbp4 sur milieu SD dépend d'une protéine Dbp4 foncti01melle produite 
à partir des plasmides pDbp4mut::HA de la banque, suite à la transformation. 
L' express ion de Dbp4mut::HA dans nos conditions est constitutive. Les plasmides de 
la banque portent à la fois le gène de sélection URA3 qui donne aux levures la 
capacité de croître en absence d ' uracile et aussi le gène de sélection TRP 1 qui permet 
aux levures de croître en absence de tryptophane (Figure 2.1) . 
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Figure 2.1 Criblage chez la levure S. cerevisiae par transformation d'une banque de mutants de Dbp4 
et identification des mutants létaux. 
La souche promGALl :Dbp4 exprime la protéine Dbp4 sous le contrôle du promoteur GALl qui est 
actif en présence de galactose (SGal) mais in act if en présence de dextrose (SD). Après transformation, 
les cellules ont été étalées sur milieu sélectif SGal-Trp-Ura (les marqueurs TRP 1 et URA3 sont 
contenus dans le plasmide pDbp4mut::HA. Les colonies sélectionnées sur milieu SGal-Trp-Ura ont été 
transférées sur milieu SGal-Trp-Ura (milieu contrôle) et sur milieu SD-Trp-Ura (test de survie) . Les 
clones portant une mutation létale ne peuvent survivre sur milieu SD-Trp-Ura. 
La méthode de transformation de levures par acétate de lithium consiste à fragiliser la 
membrane des levures pour favoriser l'introduction de l'ADN plasmidique dans les 
levures par choc thermique. La souche de S. cerevisiae promGALl :Dbp4 a été 
inoculée dans 50 mL d ' YPGaL Après incubation à 30°C sous agitation pendant toute 
la nuit, la solution a été centrifugée à 100g durant cinq minutes. Le culot obtenu a été 
resuspendu dans 50 ml d'eau stérile. Après une série de lavages , les cellules ont été 
resuspendues dans 1 mL de TE/LiAc (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA et 100 
,.--- --
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mM acétate de lithium). À 100 ~-tL de cellules, on a ajouté 2 ~-tL d'ADN plasmidique 
(5~-tgl ~-tL) (banque Dbp4mut::HA), 600 ~-tL de PEG/LiAc (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 
mM EDT A, 100 mM acétate de lithium et 50% polyethylèneglycoQ et 10 ~-tL d'ADN 
fragmenté ("sheared salmon sperm DNA", 50 ~-tg) préalablement soniqué et dénaturé 
pendant 3 minutes à 95°C. Le tout a été incubé 30 minutes à 30°C avec agitation (200 
rpm) puis un choc thermique a été effectué. Les cellules ont été d'abord incubées à 
42°C pendant 30 minutes et placées sur glace pendant 10 minutes. Afin de sédimenter 
les cellules, elles ont été centrifugées cinq secondes à 10 OOOg. Les cellules ont été 
resuspendues dans 500 ~-tL de TE (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA) et 70 ~-tL 
ont été étalés en parallèle sur milieu SGal - Trp -Ura. Les cultures ont été incubées 
pendant trois jours à 30°C. Afin de mettre en évidence les clones létaux de Dbp4, les 
colonies sélectionnées sur milieu SGal - Trp - Ura ont été étalées sur milieu SGal -
Trp -Ura et sur milieu SD-Trp - Ura. Les colonies qui n'ont pas pu croître sur milieu 
SD -Trp -Ura ont permis d ' identifier les clones plasmidiques portant une mutation 
létale de Dbp4. 
2.5 Analyse des protéines par SDS-PAGE et immunobuvardage de type western 
Une fois que les mutants létaux ont été mis en évidence par absence de colonies sur 
milieu SD, il a été possible d'identifier les clones létaux de pleine longueur. Nous 
avons utilisé la méthode d'immunobuvardage pour analyser le protéines exprimées 
par les c lones létaux. Des anticorps anti-HA ont été utilisés. Comme l'épitope HA se 
trouve à l' extrémité C-terminale des protéines Dbp4, seules les protéines de pleine 
longueur peuvent être détectées . Une deuxième analyse faite avec des anticorps anti-
Dbp4 a permis de révéler la protéine endogène (de pleine longueur) et les protéines 
Dbp4mut plus courtes qui n'ont pas été détectées avec les anti-HA 
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Pour l'extraction des protéines cellulaires, nous nous sommes basés sur la technique 
de Kushnirov (Kushnirov, 2000). Une quantité de cellules a été resuspendue dans 200 
JlL d'eau distillée. Une solution de NaOH 0,2 N a été utilisée pour lyser les cellules 
durant une incubation de 5 minutes à température pièce. Les débris ont été sédimentés 
par centrifugation pendant 1 minute à vitesse maximale, puis les surnageants ont été 
mélangées à volume égal avec du tampon d'échantillon SDS-PAGE 2X. La solution a 
été placée à 95-100°C pendant 5 minutes. Après centrifugation, les protéines 
contenues dans les surnageants ont été séparées par électrophorèse dans un gel SDS-
PAGE de 8% à un voltage constant de 100 V jusqu'à la sortie du front de migration. 
Les protéines ont été transférées par électrotransfert, à voltage constant de 100 V 
durant 30 minutes dans du tampon Towbin (25 mM Tris , 192 mM glycine, 20% 
méthanol) , sur une membrane de polyvinylidene difluoride (PVDF) préalablement 
traitée 30 secondes au méthanol La membrane a été bloquée pendant une heure avec 
une solution de TBS-Tween (20 mM Tris -HCJ pH 7,6, 136,8 mM NaCL 0,2% 
Tween-20) contenant 5% de lait écrémé en poudre. Une première incubation a été 
effectuée avec un anticorps monoclonal de souris anti-HA pendant 1 heure. Après une 
série de lavages avec du TBS-Tween, la membrane a été incubée dans du TBS-Tween 
contenant un anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé à une peroxydase. La 
même membrane a été incubée une deuxième fois avec un anticorps monoclonal de 
lapin anti-Dbp4 pendant une heure. Après une série de lavages avec la solution TBS-
Tween, la membrane a été incubée une dernière fois avec un anticorps secondaire 
anti-IgG de lapin en présence de la solution TBS-Tween. Les protéines-cibles ont été 
révélées avec ECL PlusTM (GE Healthcare) et par exposition de la membrane à un 
film autoradiographique. 
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2.6 Bactéries et milieux 
Les bactéries compétentes E. coli DHlOa ont été préparées comme suit . Une pré-
culture bactérienne de 5 mL a été utilisée pour inoculer 500 mL de LB et le milieu a 
été incubé à 37°C avec agitation. À une D06oOnm égale à 0,6, la culture a été 
transférée dans des bouteilles à centrifugation puis maintenue à 0°C pendant 10 
minutes. Après une centrifugation à 2°C pendant 20 minutes à 5000g, le culot a été 
suspendu dans 40 mL de glycérol 10% stérile. Afin de bien laver le culot, l'étape 
précédente a été répétée trois fois de suite. Le culot obtenu a été suspendu dans 
environ 2 mL de glycérol 10%, selon la taille du culot. Des aliquots de 100 J.lL ont été 
congelés dans un bain de glace sèche éthanol puis conservés à -80°C. 
Une fois les clones létaux de pleine longueur mis en évidence par immunobuvardage, 
on a procédé à l'étape d ' isolement des plasmides mutants à partir des levures 
sélectionnées. Les colonies ont été piquées et cultivées dans du milieu YPGal pour la 
nuit. Après sédimentation par centrifugation, la paroi des levures a été détruite par 
broyage avec des billes de verre puis les plasmides ont été isolés avec la trousse 
"Plasmid DNA Extraction Miniprep Kit" (Feldan). Ces plasmides ont été ensuite 
électrotransfonnés dans les bactéries compétentes DHlOa, et les transformants ont été 
sélectionnés sur milieu solide LB (1 % bacto-tryptone, 0,5% yeas t extrac t et 0,5% 
NaCl) contenant de l'ampicilline (100 ).lg/mL) . Des cultures liquides ont été utilisées 
pour amplifier les plasmides. 
Pour s' assurer que les plasmides isolés portent bien des mutations létales de Dbp4, 
ces derniers ont été retransformés dans la souche promGALl :Dbp4. L'étalement sur 
milieux SGal et SD a permis de confirmer la létalité des mutants de Dbp4 puisque les 
clones létaux ont pu croître sur milieu SGal mais pas sur m ilieu SD. Les clones létaux 
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ont été séquencés au Centre d'Innovation Génome Québec et Université McGill, et un 
alignement des séquences a été réalisé avec ClustalW2 (EMBL-EBI) . 
2. 7 Extraction de l'ADN génomique de levure 
La procédure d'extraction de l'ADN génomique a été réalisée selon un protocole 
standard (Ausubel et al , 1999). Une colonie de la souche de levure (YPH499) a été 
inoculée dans 50 mL de milieux YPD. La solution a été incubée à 30°C durant toute 
la nuit. Un volume correspondant à 10 mL de cette solution a été centrifugé pendant 5 
minutes à 2000g. Le culot a étéresuspendu dans 500~-tL d'eau distillée puis centrifugé 
pendant 5 secondes. Le culot récupéré a été resuspendu dans 200 ~-tL de tampon de 
lyse (TritonX-100 2% (v/v) , SDS 1% p/v, NaCllOO mM, Tris-HCl10 mM (pH 8), 
EDTA 1 mM). Un volume de 200 ~-tL de billes de verre (0 ,3g) de 450-625 ~-tm de 
diamètre (Sigma) et 200 ~-tL de solution de phénol-chloroforme-alcool isoamylique 
(25: 24:1) ont été ajoutés. L'ensemble de la solution a été mélangé au vortex pendant 
3 minutes à puissance maximale puis centrifugé pendant 5 minutes à 12000g. La 
phase aqueuse a été transférée dans un nouveau microtube, 1 mL d'éthanol a été 
ajouté puis la solution a été mélangée par inversion avant d'être centrifugée pendant 3 
minutes à 12000g. Le culot récupéré a été resuspendu dans 400 ~-tL de tampon TE 
(Tris -HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM) et 30 11g de RN ase A L'ensemble a été 
mélangé et incubé pendant 5 minutes à 37° C. L' ADN a été précipité en ajoutant 10 
~-tL d' acétate d ' ammonium (4 M) et 1 mL d'éthanol et l' ensemble du mélange a été 
brassé par inversion puis centrifugé pendant 3 minutes à 12000g. Le culot obtenu a 
été séché à température ambiante avant d ' être resuspendu dans 100 ~-tL de tampon TE. 
-----~-~----------------
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2. 8 Tests de co-immunoprécipitation 
Étant donné que les ARN hélicases jouent des rôles importants dans des processus 
nécessitant de gros complexes ARN-protéines , il est probable que Dbp4 agisse en 
association avec d ' autres protéines pour accomplir sa fonction . La technique de 
double hybride chez la levure peut être utilisée pour identifier des protéines qui se 
lient à une protéine d'intérêt, ou pour délimiter des domaines ou des résidus critiques 
pour l'interaction (Fields et Sternglanz, 1994) . Cette méthode a été réalisée par des 
membres de notre laboratoire afin d ' identifier les partenaires potentiels de Dbp4. 
Parmi ces partenaires, la protéine nucléolaire Bfr2 présente une forte affinité pour 
Dbp4. Il était donc intéressant de vérifier si les interactions ont lieu entre les mutants 
sélectionnés et Bfr2. Dans notre cas , la co-irnmunoprécipitation fut adoptée puisque 
c ' est la méthode principale utilisée pour étudier les interactions protéiques. Elle est 
basée sur l'utilisation de fusions des deux protéines avec des « étiquettes » différentes, 
qui sont des protéines ou peptides pour lesquelles des anticorps sont disponibles. 
Extraction des protéines: L'extraction des protéines a été réalisée par lyse cellulaire à 
l'aide de billes de verre ("acid washed beads", Sigma) dans le tampon de lavage des 
levures . Les échantillons ont été mélangés au vortex pendant 45 secondes puis placés 
dans la glace pendant la même durée. Ces deux étapes ont été répétées 7 fois de suite 
avant de édimenter les débris par centrifugation à 13000g durant 10 minutes à une 
température de 4°C. 
Couplage anticorps-billes : Les billes de protéine-A agarose (Roche) préalablement 
incubées avec l'anticorps monoc lonal anti-HA de souris ont été lavées 5 fois avec le 
tampon TMNlOO. Pour chaque échantillon, 40 j..tL de billes couplées à l'anticorps HA 
ont été incubés avec l'extrait de protéines pendant 2 heures pour lier Dbp4. Le 
mélange a été centrifugé pendant 45 secondes à 13000g, le surnageant a été récupéré 
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et le culot de billes résultant a été lavé 5 fois avec le tampon TMN100. Le culot de 
billes a été res us pendu dans du tampon d'échantillon de Laemmli 2X, tandis que 25 
J..LL de surnageant ont été mélangés avec du tampon 6X. Les différents échantillons 
ont été chauffés puis centrifugés pendant 5 secondes à 13000g de façon à sédirnenter 
les billes et les débris. Enfin, 25 11L de chaque échantillon ont été séparés sur un gel 
SDS-PAGE de 8%, et les protéines ont été analysées par irnmunobuvardage tel que 
décrit précédemment. Nous avons utilisé un anticorps monoclonal de souris anti-GFP 
afin de détecter la protéine Bfr2 puisque celle-ci est sous forme Bfr2::GFP dans la 
souche utilisée. 
2.9 Microscopie par irnmunofluorescence 
La technique de microscopie par immunofluorescence a été réalisée selon le protocoe 
décrit par Gerus (Gerus et al , 2010). Pour ce faire, les cellules de levures en phase 
exponentielle de croissance ont été traitées au formaldéhyde 10% . Après deux heures 
d'incubation à 30°C, les cellules ont été resuspendues avec un tampon obtenu par 
mélange de 10 111 de vanadium ribonucleoside 200 J..LM, 2 J..Ll de phenylmethylsulfonyl 
fluoride 0,1 M, 2 111 de P-mercaptoethanol 14,3 M et 30 J..Ll d ' enzyme zymolase 10 
mg/ml pendant une heure à température ambiante. En parallèle, des lamelles ont été 
traitées pendant une heure avec de la poly-L-lysine (Sigma) . On a procédé par la suite 
au lavage des lamelles (pour enlever l'excédent de la poly-L-lysine) avec du PBS 
contenant 0, 1% BSA et 0, 1% NP-40. Les levures ont été ensuite fixées sur ces 
lamelles. 
Une première incubation a été réalisée pendant 2 heures à température pièce dans une 
solution de PBS et 0,1% BSA contenant un anticorps polyc1onal de lapin anti-CBF5 
("Centromere-Binding Factor 5"; une r ibonucléoprotéine nucléolaire) dilué 1:400 et 
un anticorps monoc lonal de souris anti-HA dilué 1:200. L'anticorps anti-CBF5 a été 
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produit par des membres de notre laboratoire (principalement Vincent Lemay). Le 
peptide synthétique KEYVPLDNAEQSTSC fut utilisé pour la production de 
l'anticorps et une analyse par irnmunobuvardage a révélé que l'anticorps dirigé contre 
CBF5 reconnaît une protéine de 55 kDa. 
Ensuite, deux étapes de lavage ont été réalisées : un premier avec du PBS contenant 
0, 1% BSA et un second avec du PBS contenant 0, 1% BSA et 0, 1% NP -40. Une 
seconde incubation a été réalisée pendant 30 minutes dans une solution de PBS en 
présence d'anticorps anti-IgG de souris conjugués à l'Alexa Fluor 555 (lnvitrogen; 
pour détecter l' épitope HA, donc la protéine Dbp4) dilué 1:1000, d'anticorps an ti- IgG 
de lapin conjugués à l'Alexa Fluor 488 (Invitrogen; pour détecter la protéine CBF5) , 
et de DAPI ( 4',6-diamidino-2-phenylindole) à 0, 1 J.lg/mL L'Alexa fluor 555 émet une 
fluorescence rouge tandis que l'Alexa Fluor 488 émet une fluorescence verte. Le 
DAPI se fixe sur l'ADN nucléaire et émet une fluorescence bleue. Les lames ont subi 
une dernière étape de rinçage avec PBS contenant 0, 1% BSA et 0, 1% NP-40, puis ont 
été observées avec un microscope inversé Ti Eclipse (Nikon) équipé d'un objectif 
apochromatique. Les images ont été capturées avec une caméra CCD monochrome 
(CFW1312 de Scion Corporation) en utilisant les combinaisons de filtres appropriées 
pour la détection de chacun des trois fluorophores. 
2. 10 Technique de buvardage de type northern 
Pour vérifier si les protéines Dbp4 mutantes non- fonctionnelles affectent l'activité de 
Dbp4 au niveau du c livage de l' ARNr 18S, la technique de buvardage de type 
northern fut adoptée. Elle nous permet de détecter la présence d ' ARN spécifiques, à 
l'aide d ' oligonuc léotides radiomarqués . 
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Récolte des cellules et extraction d' ARN. Les cellules de levures recueillies à une 
D0600nm de 10 unités ont été lavées avec de l' eau distillée puis centrifugées pendant 
5 minutes à 4°C avant d'être congelées à -80°C pendant toute la nuit. Les levures ont 
été resuspendues dans 400 11L de TES (10 mM Tris-HCl pH 7,5, lü mM EDT A, 0,5% 
(w/v) SDS) , ensuite 400 11L de phénol acide (Sigma P-4682) ont été ajoutés à la 
solution. Après centrifugation de 5 minutes à 4°C, la phase aqueuse a été placée dans 
un nouveau tube auquel on a ajouté 400 11L de phénol acide. Une fois la solution 
centrifugée, 400 11L de chloroforme ont été ajoutés à la phase aqueuse, le mélange a 
subi une dernière centrifugation. Les ARN ont été précipités avec 40 11L d'acétate de 
sodium 3 M pH 5,3, 2 11L de glycogène (20 llg/ 11L) et 400 11L d ' éthanol froid. La 
solution d ' ARN ainsi obtenue a été placée à -80°C pendant toute la nuit. Le mélange 
a été centrifugé pendant 5 minutes à 4 °C, le culot a été res us pendu dans du TE, puis 
la quantité d ' ARN a été mesurée par DO à 260 nm. 
Transfert sur gel. Une fraction de 10 11g d ' ARN a été séparée dans un gel dénaturant 
agarose-formaldéhyde (1 ,5% d ' agarose, 36 mL de formaldéhyde 37%, 20 mL de 
MOPS IOX (Sigma M-5755) , 2 11L de GelRed dilué au 11 1000). Le gel migré a été 
placé dans une solution de MOPS lX à 59 volts pendant 3 heures. Il a ensuite été 
retiré et placé dans un volume de 500 mL d ' une solution de NaOH (0,05 N) pendant 
20 minutes . Après trois lavages à l'eau distillée, le gel a été placé dans 500 mL d ' une 
solution d" SSC 20X pendant 45 minutes . Pour l' étape de transfert par capillar ité, le 
gel a été déposé sur une éponge immergée dans une solution de SSC 20X . Une 
membrane de nitrate de cellulose a été placée sur le gel puis recouverte de papiers 
essuie-tout et d ' un poids. 
Transfert et hybridation. Après plusieurs heures de transfert, les ARN ont été fixés à 
la membrane par irradiation aux UV. La membrane a été par la suite incubée avec une 
sonde étiquetée de façon radioactive. Les oligonuc léotides spécifiques aux ARN à 
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détecter ont été phosphorylés avec de l'adénosine-tri-phosphate radioactif ([y-32P] 
ATP) avec la T4 polynucléotide kinase (New England Biolabs) selon les 
spécifications du manufacturier. Les nucléotides hbres après le marquage des 
oligonucléotides ont été retirés grâce au «Nucleotide Removal Kit» de QIAGEN. Une 
quantité de 20 millions de CPM de sonde pour 20 mL de solution de pré-hybridation 
(Solution Denhardt's 50 X, SSPE 20X et SDS 20%) a été incubée avec la membrane à 
37°C pour la nuit dans un four à hybridation. La membrane a été ensuite lavée trois 
fois dans le four à 37°C. Les deux premiers lavages ont été effectués avec du SSPE 
5X (3 ,6 MN aC~ 200 mM sodium phosphate à pH 6,8 et 20 mM EDTA) avec 0, 1% 
SDS et le troisième avec du SSPE 0,5X avec 0,1% SDS. La membrane a été exposée 
avec un écran au phosphore ou un film à autoradiographie et les signaux ont été 
révélés avec le Molecular Imager FIX (Bio-Rad) ou par traitement du film dans un 
développeur automatique. 
CHAPITRE III 
RÉSULTATS 
L'élaboration de techniques qui permettent de visualiser les séquences d' acide 
nucléique et les relations des gènes les uns avec les autres représentent un grand pas 
en avant pour la compréhension du fonctionnement d' une cellule. Un gène est un 
morceau d ' ADN qui définit la synthèse d ' un acide ribonucléique, ou ARN . Certains 
ARN, les ARNm, peuvent être lus , transcrits et traduits en protéines. Entre l' ADN (le 
gène) et la protéine il existe d'autres types d'ARN quijouent le rôle de médiateurs au 
cours de la traduction. Ces mécanismes constituent un point de régulation important 
pour l'expression des gènes. La compréhension des mécanismes liés à l' ARN 
représente un enjeu dans la lutte contre certaines pathologies . Les hélicases à ARN 
sont impliquées dans de nombreux processus essentiels à la vie d ' une cellule tels que 
la transcription ou encore la biogenèse des ribosomes. Ce projet de recherche vise à 
élucider la fonctiond ' uneARN hélicase du nom de Dbp4 (« DEAD-box protein 4 ») 
chez la levure S. cerevisiae . Celle-ci est une protéine nucléolaire essentielle impliquée 
dans la biogenèse de la sous-unité ribosomique 40S. 
3.1 Identification des mutants létaux de Dbp4 
La souche de levure utilisée pour réaliser la plupart des expériences est la souche 
promGALl :Dbp4 où le promoteur du gène Dbp4 a été remplacé par le promoteur de 
GALl, ce qui rend l'expression de Dbp4 dépendante du galactose. Le système 
génétique élaboré dans notre laboratoire a permis de générer une banque de 60000 
clones qui se caractérisent principalement par la présence de simple mutation ou de 
plusieurs mutations au niveau de la partie C-terminale de Dbp4. Les clones portant 
une mutation létale ont été sélectionnés par absence de colonies sur milieu SD-Trp-
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Ura (puisque le promoteur GALl est actif en présence de galactose SGal mais inactif 
en présence dextrose SD) . L' identification des clones de Dbp4 létaux de pleine 
longueur a été réalisée par immunobuvardage de type western , sur des cellules 
poussées en milieu SGal Cette méthode d' analyse fut réalisée dans le but d'analyser 
les protéines exprimées par les clones létaux. Des anticorps anti-HA ont été utilisés . 
Comme l' épitope HA se trouve à l' extrémité C-terminale des protéines Dbp4, seules 
les protéines de pleine longueur peuvent être détectées. Une deuxième analyse faite 
avec des anticorps anti-Dbp4 (capables de détecter Dbp4, à 100 kDa) a permis de 
révéler les protéines de pleine longueur (endogènes ou mutantes) et les protéines 
Dbp4mut plus courtes qui n ' ont pas été détectées avec les anti-HA (Figure 3.1) . 
Mutants 
WT 
Dbp4-3HA 
Dbp4 endogenous 
t t t 
Figure 3.1 Identification des clones létaux de pleine longueur de Dbp4 de la levure 
Les 14 clones létaux ont été sélect ionnés au hasard et analysés par irnmunobuvardage avec des 
anticorps anti-HA, qui permettent de détecter uniquement les protéines de fusion de pleine longueur 
(panneau du haut) . Une deuxième analyse a été fa ite avec des ant icorps ant i-Dbp4 (panneau du bas) 
pour détecter la protéine endogène et les protéines de fusion tronquées qui n'o nt pas été détectées avec 
les anticorps an ti-HA (pistes indiquées par une flèche) . 
À ce jour, nous avons analysé près de 10000 clones. Nos résultats indiquent que 2% 
des clones contiennent des mutations létales . De ce nombre, 94 produisent une Dbp4 
mutante de pleine longueur. Quelques clones létaux de pleine longueur ont été 
séquencés et sélectionnés au hasard pour le reste des expériences . 
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Pour les expériences de déplétion, deux mutants de Dbp4 issus du criblage ont été 
sélectionnés au hasard. Les souches de levures ont été cukivées d'abord sur SGal puis 
transférées 16 heures à 30°C sur milieu YPD (Figure 3.2). Le taux de croissance de la 
souche promGALl :Dbp4 est demeuré semblable à celui de la souche parentale ainsi 
que les deux mutants sélectionnés de Dbp4 pendant environ les huit premières heures. 
Le taux de croissance des deux mutants ainsi que la souche promGALl :Dbp4 sur 
milieu YPD a progressivement diminué à partir de dix heures comparé à la souche 
parentale YPH499. 
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Figure 3.2 Cow-bes de croissance de levw-es en milieu liquide contenant du dextrose 
-+- M.Jtant 19 
..... YPH409 
MJ!ant 31 
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Après cro issance dans du milieu SGal, les cellules ont été t ransférées dans du milieu YPD et la densit é 
a ét é mesurée sur une période de 16 heures. La souche parent ale de levw-e S. cerevisiae YPH499 
produit une Dbp4 endogène et sert de contrô le positif (en ro uge) . La souche promGal:Dbp4 n 'est pas 
censée pousser sur milieu YPD, qui contient du dextrose (en mauve) . Deux mutants létaux de Dbp4 
ont été sélectionnés: Mutant 19 (en bleu) et Mutant 31 (en vert). On observe une croissance lente des 
deux mutants de Dbp4 comparée à la souche pro mGal:Dbp4. 
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3.2 Position des mutations létales de Dbp4 
Afin d ' élucider le rôle et la fonction de la partie C-terminale de Dbp4, nous nous 
sommes intéressés à l'étude de mutations létales dans cette région de cette hélicase 
putative. Pour ce faire , une technique de mutagenèse aléatoire cibhnt la partie C-
terminale de Dbp4 a permis de créer des mutations dans cette région et ainsi 
d'identifier les résidus qui sont essentiels à la fonction de l'enzyme. Dbp4 possède 
une longue extension C-terminale peu conservée qui est importante pour sa fonction 
et qui pourrait être spécifique à un substrat. Des membres de notre laboratoire ont pu 
démontrer que la délétion de la partie C-terminale de Dbp4 entraîne une létalité, ce 
qui suggère que cette extension C-terminale est importante pour l' activité de Dbp4. 
De plus , des études complémentaires ont révélé que lorsque la partie C-terminale est 
éliminée, il en résulte une diminution de l' activité ATPasique, ce qui insinue 
l'implication du domaine C-terminale dans l'activité ATPasique de Dbp4. Le 
séquençage de quelques mutants de pleine longœur a permis de déterminer la 
position des mutations létales de Dbp4. Cette approche a dévoilé que les mutations 
létales sont réparties princ:Palement tout au long de la partie C- terminale. Certains 
clones présentent des mutations uniques (Fgure 3. 3) . Il sem be aussi que certains 
clones portent plusieurs mutations (Figure 3.4), six d' entre elles se sitœrt dans le 
motif « coiled-coil ». 
- -------------- --- - --- - - ----------, 
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Mutagenized Region 
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Figure 3.3 Posit ion des mutations létales chez les clones de Dbp4 à simple mutat ion , chez la lev ure 
Le séquençage des mutants de pleine longueur a révélé que 23 clones portent des mutat ions uniques. 
La posit ion de chaque mutation est indiquée ainsi que les subst it ut ions d'acides aminés 
correspondant es. Deux clones présentant un e mutation au niveau du « coiled-co il » sont indiqués en 
ro uge 
Tel qu' illistré sur h Figure 3.4, les mutations multiples sont regroupées 
princpalement au début de l' extrémité -terminale et plus précisément en aval du 
motif VI. Il semble également que plusieurs clones présentent des mutations 
répétitives, principalement les mutations aux positions 455 et 456 où une valine est 
substituée par une arginine et une arginine est remplacée par une isoleucine 
respectivement. 
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Mutagenized Region 
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----- 473 - 507 - 546 ----- 642 - 675 - -----
------ 489 618 653 ------ 760 
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-- 455 456 - 470 -------------------
--455456 469470 -------------------
-- 455456 ----- ---------------- 753 -
-- 455456457 469 -------------------
___ 456 --------- 606 --- 673 690 -----
----- 477 ----------- 647 -- 696 ----
-- 455456 540 
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--- 455 456 - 470 617 
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-- 455456 611 
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Figure 3.4 Position des mutations létales chez les clones de Dbp4 à multiples mutations, chez la levure 
Le système génétique utilisé a permis d'obtenir des clones de pleine longueur . Le séquençage de 
certains de ces clones a indiqué plusieurs clones à mutations multiples. Quelques clones présentent des 
mut at ions situées au niveau du motif« coiled-coil » (indiqués en rouge) . 
Dans ce travail, j'ai étudié seulement certains clones à mutation unique. Le choix 
d'analyser ces clones repose principalement sur le fait qu'un seul acide aminé soit 
substitué à la fois . L'interprétation des résultats est donc simplifiée. 
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3.3 Analyse de l'interaction entre Dbp4 et Bfr2 par co-immunoprécipitation 
Nous avms vérifié si uœ des mutatioœ non fonctionnelles de Dbp4 empêche 
l'interactim avec son partenaire nucléolaire Bfr2. Pour ce faire, la technique de co-
imm unopréc :P itation fut adoptée puis que c ' est la rn éthode princ pale d ' ét trl e des 
interactions protéques. Nous avons utilisé une construction Bfr2::GFP (une protéine 
Bfr2 endogène marquée avec une étiqœtte GFP) qui est disponible dans notre 
laboratoire. Cette construction a été transformée dans les souches de levure mutantes 
Dbp4mut::HA. Les cellules ont été par la suite étalées sur milieu SGal -His et 
incubées pendant trois jours à 30°C. Les colonies qui ont poussé ont été utilisées pour 
inoculer des milieux sélectifs liquides. Les protéines Dbp4mut::HA ont été 
immunoprécipitées et les partenaires d' interacti:ms ont été ensuite détectés par 
immunobuvardage spécifique de h protéine cibe (ic~ Bfr2:GFP). Lorsque la 
meml:rane a été révélée avec un anticcrps anti-GFP, une bande de 75 kDa a été 
détectée dans les IP (derncr put) (Figure 3.5) réali:;ée avec un mutant Dbp4, 
suggérant que ce dernier est capable d'interagi" avec Bfr2 même en présence d'une 
muta fun létale. Cette oh; ervation indique que cette mutation non fonctionnene 
n'empêche pas l' interaction entre le mutant Dbp4 et Bfr2. Aucun signal n ' a été 
détecté dans l' irnmunoprécpitation réalisée avec le cmtrôle négatif (la souche 
parentae YPH499). Faute de temps , les autres mutants n'ont pas été analysés. 
3.4 Localisation par immunofluorescence 
A travers ce volet, on voulait vérifier si une mutation non fonctionnelle de Dbp4 va 
affecter sa localisation nucléolaire. Pour ce faire, la technique de microscopie par 
immunofluorescence fut adoptée. Le principe est de réussir à marquer la protéine que 
l'on veut localiser dans la cellule avec une molécule fluorescente. Selon les 
fluorophores que nous avons utilisés, le rouge (anti-HA) permet de détecter les 
- --- ·- -- ------ --- ------------, 
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Figure 3.5 Analyse de l' interaction entre Dbp4 et Bfr2 dans la levure par co-immunoprécipitation 
L ' immunoprécipit at ion avec un anticorps an ti-HA a permis de précipiter Dbp4 ::HA. T: lysat total, P : 
précipit é. La membrane a été révélée par immunobuvardage avec un anticorps anti-GFP qui a permis 
de détecter Bfr2::GFP . Une bande de l'ordre de 75kDa observée au niveau du puit P de la souche non-
mutée promGall :Dbp4 et du puit P de la souche mutante indique clairement une interaction entre 
Dbp4 et Bfr2. On observe également des bandes non-spéciüques qui correspondent aux chaînes 
lourdes et légères des anticorps utilisés pour l' IP (anti-HA) , puisque l' anti-GFP a été généré dans le 
même animal (souris) . La souche YPH499 est une souche parentale qui n'exprime pas Bfr2 ::GFP 
(contrôle négatif de l'immunobuvardage). M, échelle de poids moléculaires des standards de protéines. 
protéines Dbp4::HA, le vert (anti-CBF5) permet de détecter le nucléole, et le bleu 
(DAPI) permet de détecter l' ADN nucléaire. 
La souche promGALl:Dbp4 a servi de contrôle positif (Figure 3.6) et on observe 
pour la Dbp4 fonctionnelle une localisation normale dans le nucléole, qui est 
partiellement séparée de l'ADN nucléaire coloré au DAPI. On distingue clairement 
(flèche) la forme de croissant qui est la forme caractéristique du nucléole au 
microscope et qui prouve la séparation des deux compartiments (nucléole et ADN 
nucléaire). Le mutant non-fonctionnel de Dbp4 n' est pas localisé dans le nucléole 
mais probablement dans le nucléoplasme. En effet, on n'observe plus de séparation 
entre l'ADN nucléaire et l'ADN nucléolaire. 
( 
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Figure 3.6 Immunolocalisation de Dbp4 fonctionnel et d'un mutant de Dbp4 chez la levure . 
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Une molécule fluorescente (Alexa Fluor 555) a été couplée à l' anticorps monoclonal anti-HA pour 
détecter la protéine Dbp4. Un anticorps polyclonal anti-CBF5 a été utilisé pour détecter la protéine 
CBF5 (protéine nucléolaire). Le DAPI se fixe sur l' ADN nucléaire et émet une fluorescence bleue. (A) 
Dans le contrôle positif, la souche promGALl :Dbp4, on observe une localisation normale de Dbp4 
dans le nucléole. La flèche désigne une forme de croissant caractéristique du nucléole qui indique la 
séparation partielle entre le nucléole et l'ADN nucléaire coloré au DAPI. (B) Dans un mutant non -
fonctionnel de Dbp4, la protéine n'est pas localisée dans le nucléole mais probablement dans le 
nucléoplasme. En effet , les colorations rouge et bleue sont superposées de façon partielle. 
Ces observations laissent entrevoir la possibilité que la mutation non fonctionnelle 
analysée de la protéine Dbp4 ait causé un défaut de localisation nucléolaire. Si Dbp4 
n'arrive plus à accéder au nucléole, il s'ensuit très probablement un mauvais 
déroulement de la maturation des ARN ribosomiques et un enchaînement incorrect de 
la biogenèse des ribosomes, ce qui peut causer vraisemblablement un défaut de 
synthèse protéique. 
Un autre point important à mentionner ici affère à la possibilité de réactions 
faussement positives dues probablement à l'utilisation d'un anticorps polyclonal de 
lapin anti- CBF5 ("Centromere-Binding Factor 5") qui reconnaît donc plusieurs 
épitopes de CBF5, ce qui peut causer un marquage plus intense. L'utilisation de 
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l'anticorps polyclonal anti-CBF5 a engendré un marquage non spécifique, mais aussi 
une superposition non distincte des couleurs ("merge"). 
3.5 Effet des mutations sur l'activité de Dbp4 dans la biogenèse des ribosomes par 
analyse de buvardage de type northern 
Étant donné que les résultats précédents ont révélé qu'une mutation non fonctionnelle 
pourrait causer un défaut de localisation nucléolaire de Dbp4, il en résuhe très 
probablement un défaut de de maturation des ARNr et conséquemment un mauvais 
déroulement de la biogenèse des ribosomes. Nous soupçonnions qu'une mutation non 
fonctionnelle de Dbp4 entraîne un défaut de synthèse de l' ARNr 18S, qui est 
impliqué dans l'assemblage de la sous -unité ribosomique 40S . Pour vérifier cette 
hypothèse, nous avons opté pour la technique de buvardage de type northern. Nous 
avons essayé d'analyser l'effet d'une mutation de Dbp4 sur la synthèse et la 
maturation des pré-ARNr par des expériences de marquage ("[methyl-3H]methionine 
pulse-chase labeling experirnents "). L'absence de bande relative au 18S dans la 
souche de levure mutante létale nous prouverait que la mutation de Dbp4 altère la 
synthèse et la maturation de l' ARNr 18S. Toutefois, nos tentatives pour réaliser cette 
expérience ont échoué. Nous ne sommes pas parvenus à avoir des résultats 
significatifs. Nous avons rencontré plusieurs problèmes (dégradation de l' ARN, 
soucis de quantification d ' ARN, etc .) 
CHAPITRE IV 
DISCUSSION 
La synthèse des ribosomes représente l'un des processus les plus importants et les 
plus complexes qui soient. La résolution de la structure cristallographique du 
ribosome chez les procaryotes a suggéré que ce dernier pourrait avoir les 
qualifications d'unribozyme (Daugeronetal , 2001) , notamment dû à ses propriétés 
catalytiques et à sa capacité à se replier pour former une structure compacte et bien 
définie. La synthèse des ribosomes représente une activité cellulaire majeure. Une 
cellule de levure S. cerevisiae en pleine croissance peut contenir jusqu' à 200 000 
ribosomes , et avec un temps de génération d'environ 90 minutes , elle peut produire 
plus de 2 000 ribosomes par minute (Daugeron et al , 2001) . C' est pour cette raison 
que les cellules eucaryotes ont développé des mécanismes complexes afin d'assurer la 
synthèse précise de cette quantité massive de ribosomes . 
Les données sur le processus de biogenèse des ribosomes ont été principalement 
recueillies grâce à une combinaison d'approches de génétique moléculaire et 
biochimiques chez la levure. Chez S. cerev isiae, la grande sous-unité 60S est 
composée de 46 protéines et de trois espèces d' ARNr (25S, 5. 8S et 5S) et la petite 
sous-unité ribosomique 40S contient 32 protéines et un ARNr 18S. Chez les 
eucaryotes , la maturation de l' ARNr 18S est régulée par la petite sous -unité (SSU) 
processome. Cette dernière contient au moins 25 facteurs, dont plusieurs hélicas es à 
ARN (ex. Dbp4) et des protéines liant fARN (ex. RRP5 et MRDl ) (Turner et al , 
2009) . Par ailleurs , une déplétion au niveau de Dbp4 entraîne un déficit de la sous -
unité ribosomique 40S. Des études ont révélé qu'une déplétion de cette hélicase 
augmente considérablement le taux de snoARN U14. Dans le même enchaînement 
d'idées , des mutations ponctuelles dans les motifs I et Ill de Dbp4 causent un blocage 
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de synthèse d'U14. Toutes ces observations permettent de conclure que l'activité 
hélicasique de Dbp4 est nécessaire pour le déroulement normal de la synthèse d'U14 
(Kos et Tollervey, 2005). Nombreuses sont les études qui se sont penchées sur les 
déplétions au niveau des protéines DEAD-box afin de mieux comprendre leurs rôles 
et leurs fonctions. Dans ce projet de recherche, nous avons utilisé des mutations 
créées au niveau de la partie C-terminale de Dbp4 afin d'explorer la structure et la 
fonction de cette hélicase putative et de caractériser son rôle dans le processus de la 
biogenèse des ribosomes. Dans notre système, l' expression de Dbp4 endogène est 
dépendante du galactose. Sur milieu galactose, la souche promGALl :Dbp4 présente 
un comportement de croissance similaire à la souche de type sauvage, ce qui permet 
de démontrer que la souche promGALl :Dbp4 est bien fonctionnelle. En présence de 
dextrose, la survie des cellules dépend d'une protéine Dbp4 fonctionnelle exprimée 
par un plasmide. Les mutants non-fonctionnels de Dbp4 sur les plasmides vont donc 
causer la mort des cellules sur milieu dextrose. Les expériences de déplétion (où les 
souches sont transférées d'un milieu galactose vers un milieu dextrose) ont confirmé 
que notre système fonctionne comme prévu. 
4.1 Position des mutations létales de Dbp4 
Malgré que la plupart des processus impliquant les protéines "DEAD-box" chez S. 
cerevisiae ou E. coli ont été identifiés, le rôle moléculaire préc is de ces protéines 
reste obscur. Un objectif majeur dans l'avenir serait d'identifier leurs cibles 
moléculaires et spécialement les facteurs qui interagissent avec ces protéines. 
L'alignement des séquences de 5 protéines de la famille "DEAD-box" chez E. coli 
montre un cœur catalytique commun flanqué par un domaine C-terminal qui diffère 
au niveau de la taille (de 70 à 290 acides aminés) et de la séquence. La région 
catalytique semble contribuer à la liaison non spécifique d'ARN . Chez la levure, les 
extensions non conservées sont impliquées dans les interactions des protéines 
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« D EAD-box » avec leurs partenaires. Les parties N- terminales différentes dans leurs 
séquences, qui sont beaucoup plus courtes comparé à celles des C-terminales. Il n'y a 
pas encore de rôles spécifiques qui leurs soient attribués. Une étude sur DbpA, une 
protéine « DEAD-box » chezE. coli, a montré que le domaine C-terminal est le lieu 
d'interaction entre les protéines et leurs substrats en activant l'hydrolyse d' ATP (lost 
et Dreyfus , 2006). Une autre étude qui tente d'explorer la fonction de la partie C-
terminale chez la protéine« DEAD-box » Mss 116 de la levure S. cerevisiae a dévoilé 
que ce domaine est capable de soutenir et moduler les activités hélicasiques ou encore 
les fonctions d'épissage d' ARN (Mohr et al , 2008). De très nombreuses mutations au 
niveau de la région C-terminale causent des incapacités métaboliques chez la levure 
telles que l'incapacité de synthétiser certaines molécules ou encore l' incapacité 
d'utiliser certains sucres comme source de carbone. Une étude a révélé que des 
mutations dans le gène de DDXlO (l'homologue de Dbp4 chez l'humain) ont été 
identifiées comme cibles de translocation ou amplification dans les cancers humains 
(Sjoblom et al , 2006) . Dans cette étude, les deux mutations sont localisées dans l' un 
des deux motifs d'interaction protéine-protéine de type « coiled-coil » au niveau de 
l' extrémité C-terminale de DDXlO. 
L' étude de l'effet de mutations peut nous renseigner sur le rôle et la fonction d'une 
protéine. Une mutagénèse aléatoire mène à une population hétérogène et il est 
possible à partir de chaque clone de déterminer la ou les mutations d'intérêt. Nous 
avons ainsi développé un système génétique qui a permis de mettre en évidence les 
mutants létaux suivi d' une analyse par irnmunobuvardage afin de détecter les mutants 
de pleine longueur. La caractérisation de ces mutations devait nous permettre 
d'éclaircir un peu nos connaissances sur le rôle et la fonction de cette protéine. 
Dans notre étude sur les clones létaux de Dbp4, le séquençage de quelques mutants de 
pleine longueur à multiples mutations a dévoilé qu'une grande majorité des clones 
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affichent les mêmes mutations. Il est possible que dans ces clones, l'effet d'une 
mutation soit fortement accentué par la présence d 'une seconde (ou plus) mutation et 
que la létalité reliée au clone mutant ne peut avoir lieu que si les mutations sont 
combinées l' une à l'autre. D'autre part, le séquençage de quelques clones à simple 
mutation a révélé que la plupart sont réparties tout au long de la région C-terminale 
de Dbp4 et que certains clones portent une mutation au niveau du domaine « coiled-
coil ». Les clones utilisés dans notre étude ont été choisis au hasard, mais en 
rétrospective, il aurait peut-être été plus judicieux de se concentrer sur les mutations 
qui ont touché le motif « coiled-coil ». En effet, dans une étude qui s ' est penchée sur 
l'analyse de la fonction de la partie C-terminale chez la protéine « DEAD-box » Mss 
116 (impliquée dans l'épissage mitochondrial des introns de groupes 1 et II , et dans 
l'activité traductionnelle) , les mutations situées dans un motif ayant une structure en 
hélice a au niveau de la région C-terminale ont fortement inhibé l'activité ATPasique, 
ce qui a conduit à la fois à une perte de la fonction de la protéine et à un défaut 
d'épis sage de l' ARN (Mohr et al , 2008). Ces résultats suggèrent que cette région en 
hélice a pourrait stabiliser et 1 ou réguler l' activité de l' ARN hélicase. En se basant 
sur ces constatations, nous avions comme objectif d'examiner les clones situés au 
niveau du motif« coiled-coil ». Pour ce faire, nous pourrions caractériser les activités 
biochimiques des protéines de type sauvage et mutant, et comparer l' activité ATPase 
de Dbp4 à l'état sauvage et à l'état muté en présence de concentrations saturantes de 
différents substrats d' ARN. ombreux sont les domaines protéiques responsables 
d ' une activité catalytique ou encore de la reconnaissance de certains motifs . Il est très 
probable que des domaines protéiques tel que le motif « coiled-coil » représenteraient 
des éléments clefs dans l'accomplissement des fonctions de Dbp4. 
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4.2 Interaction entre Dbp4 et Bfr2 
Étant donné que les ARN hélicases jouent des rôles importants dans des processus 
nécessitant de gros complexes ARN-protéines, il est probable que Dbp4 agisse en 
association avec d'autres protéines . Prenons à titre d 'exemple l' ARN hélicase eiF4A, 
dont l'activité hélicasique semble être modulée par la présence de deux partenaires 
d'interaction, eiF4B et eiF4H (Rogers et al , 2001). Des tests de double hybride chez 
la levure ont révélé une forte interaction entre Dbp4 et la protéine nucléolaire Bfr2, 
une protéine essentielle. Tout comme Dbp4, c'est une protéine nucléolaire qui 
présente deux motifs « coiled-coil ». Il semble que Bfr2 soit nécessaire pour la 
croissance et la prolifération cellulaire. Lorsque la protéine Bfr2 est surexprirnée, la 
croissance des cellules din1inue considérablement. Une inhibition de l'expression de 
Bfr2 mène également à un arrêt de croissance (Chabane et Kepes , 1998). 
Dbp4 est une composante du SSU processome/pré-ribosome 90S et un facteur de 
synthèse de la sous unité 40S. Il est possible qu'une mutation non fonctionnelle 
puisse modifier le motif« coiled-coil », ce qui empêcherait les interactions prctéine-
protéine. Les domaines « coiled-coil » sont souvent capables de réguler les 
interactions spécifques sans avoir besoin d'autres domaines protéiques . Les 
séquences de ces motifs rnt la capacité d'interagir avec d'autres séquences« coied-
coil ». Nous avons vérifié les interactions entre un mutant de Dbp4 sélectionnées au 
hasard et Bfr2. Les résultats relatifs à cette expérience suggèrent que Dbp4 non 
fonctionnelle continue à interagir avec son partenaire nucléolaire Bfr2 , même en 
présence d'une mutation létale. 
Il est possible que le maintien de l'interaction entre Dbp4 et Bfr2 dépende de la 
présence des protéines qui contrôlent la localisation nucléolaire. En effet, les signaux 
qui régissent la localisation nucléaire et l'importation des protéines dans le noyau 
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sont bien caractérisés. Certaines protéines sont capables de pénétrer d'elles-mêmes 
dans le noyau. Dans ce cas , elles sont dotées d'un signal de localisation nucléaire 
(NLS) composé d ' une séquence d'acides aminés basique. D'autre part, les signaux 
qui gouvernent la localisation nucléolaire sont encore mal définis , et aucune séquence 
consensus évidente n' est encore apparue. En plus du NLS, certaines protéines 
destinées au nucléole sont munies d'une séquence de localisation nucléolaire (NoLS) 
qui est probablement impliquée dans les interactions entre les molécules nucléolaires. 
Les NoLS les plus étudiées jusqu'à aujourd'hui concernent les protéines de virus tel 
que le virus HIV-1 Rev. Une étude a démontré que les protéines munies de NoLS 
interagissent plus facilement avec d'autres protéines (Sirri et al , 2008). Etant donné 
que Dbp4 est une protéine nucléolaire et donc dotée d 'une NoLS, il est possible que 
celle-ci permette le maintien de l'interaction entre Dbp4 et son partenaire nucléolaire 
Bfr2, même dans le cas de mutations létales. Il est aussi possible que l'interaction 
entre les deux protéines dépende d'autres régions. Quoiqu'il en soit, les résultats 
obtenu pour un mutant indiquent que la mutation létale n'affecte pas cette association. 
4. 3 Localisation sous -cellulaire des mutants de Dbp4 
Lorsque le processus de la biogenèse des ribosomes est bloqué, la réorganisation des 
composants nucléolaires est visible. C'est au niveau de cet organite que les ARNr 
sont synthétisés, traités et assemblé avec de protéine ribosom iques . Après la 
mitose, l'assemblage nucléolaire es t planifié en temps et en espace par un processus 
contrôlé par le cycle cellulaire. Il est évident que le nucléole joue un rôle clé dans le 
proces sus de maturation des ARNr puisque c ' est au sein de cet organite que 
commencent la synthèse et la maturation des ARNr. Alors que de nombreuses études 
ont démontré que les protéines localisées au niveau du nucléole peuvent faciliter la 
synthèse des ARNr, la cartographie du protéome nucléolaire a permis d ' identifier 
plusieurs protéines qui possèdent des fonctions qui ne sont généralement pas 
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attribuées au processus de la biogenèse des ribosomes (Audas et al, 2012) . Ceci 
suggère que le nucléole peut être multifonctionnel 
Afin d'élucider la fonction cellulaire de Dbp4, nous avons déterminé sa localisation 
sous-cellulaire. Nos résultats indiquent une localisation normale de Dbp4-3HA dans 
le nucléole tandis que l'un des mutants non fonctionnels de Dbp4 n'est plus localisé 
au niveau du nucléole mais dans le nucléoplasme, ce qui conduit probablement à une 
accumulation de l' ARNr 18S mature dans le cytoplasme puisque c'est au niveau du 
nucléole que débute la synthèse et la maturation des ARNr. Cette observation pourrait 
être validée par des analyses de buvardage de type northern. Nos résultats concordent 
avec la littérature, où une étude sur la protéine « DEAD-box » Dbp9 a permis de 
prouver, par le même type d'analyse par irnmunofluorescence, que cette hélicase 
putative localise principalement au niveau du nucléole (Daugeron et al., 2001). 
Dbp4 pourrait être associée avec les corpuscules pré-nucléolaires ( « pré-nucleolar 
bodies »,PNB), qui sont considérés comme des structures nucléolaires. Les PNB sont 
formés à la télophase et disparaissent progressivement pendant la phase G 1. I 1s 
constituent également des sites extra-nucléolaires de maturation des pré-ribosomes. 
Les PNB contiennent des protéines nucléolaires, des snoRNP et des pré -ARNr 
ribosomiques. Il semble qu'une perte de l'expression des protéines nucléolaires induit 
un défaut de résolution des particules PNB se traduisant par un défaut des étapes 
tardives ou précoces de maturation des sous unités 40S et/ou 60S (Carron et al., 
2012). Une étude récente a révélé que l'accumulation des particules PNB induit un 
blocage de la maturation des pré-ARNr. Ce blocage empêche la disparition 
progressive des PNB en G 1, et ces derniers persistent plusieurs heures au niveau du 
nucléoplasme. Il est probable qu'une perte de l'expression de Dbp4 induise à la fois à 
un défaut de localisation nue léolaire et à un défaut de résolution des particules PNB, 
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qui restent piégées au niveau du nucléoplasme. Ceci pourrait expliquer la raison pour 
laquelle Dbp4 mutée persiste dans le nucléoplasme. 
Un autre point important à mentionner ici affère à la possibilité de réactions 
faussement positives due probablement à l'utilisation de l' anticorps polyclonal CBF5 
qui a été utilisé dans le but de marquer le nucléole. Ce dernier reconnaît plusieurs 
épitopes de l'antigène, ce qui peut causer un marquage plus intense. D'autre part, 
malgré notre choix perspicace de fluorochromes, il était difficile d 'éviter un 
chevauchement de leurs spectres d'émission. Ceci pourrait expliquer les 
fluorescences artéfactuelles observées. Pour pallier à ces inconvénients , on pourrait 
sélectionner des fluorochromes ayant des spectres d'émission assez éloignés. Il serait 
préférable aussi de s'assurer de l'utilisation d'un spectre d 'excitation qui soit 
compatible avec l'équipement (laser et filtres) du microscope disponible. Il faudrait 
aussi combiner l'anticorps qui donne le plus fort signal à la protéine la moins 
exprimée. Finalement, l'utilisation d'un anticorps monoclonal permettra de 
reconnaître un seul épitope de l'antigène et par conséquent le marquage du nucléole 
sera très spécifique. 
4.4 Effet des mutations sur l'activité de Dbp4 dans la biogenèse des ribosomes 
Il est devenu évident que de nombreuses hélicases à ARN de la famille à boîte 
« DEAD » chez la levure S. cerevisiae sont impliquées dans la biogenèse des 
ribosomes. Diverses études concernent l'effet de déplétion des ARN hélicases 
putatives sur la maturation des pré-ARNr. Tous les résultats convergent vers une 
même constatation: la déplétion des protéines « DEAD-box »entraîne des défauts au 
niveau des sites de clivage qui permettent de séparer les pré-ARNr destinés à la 
grande et petite sous-unité ribosomique, mais aussi une diminution voire une absence 
------- ----- - - --- -------- -
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de synthèse de certains pré-ARNr et conséquemment une altération de la maturation 
des ARNr, et un déroulement anormal de la biogenèse des ribosomes . 
La localisation nucléolaire de Dbp4 plaide en faveur d'une participation de cette 
protéine dans la biogenèse des ribosomes. Dbp4 participe à la maturation de l' ARNr 
18S, donc il est probable qu'une déplétion de cette enzyme nucléolaire cause une 
forme altérée de l' ARNr 23S, une diminution de la synthèse du précurseur 20S et 
l' apparition d ' une forme aberrante 18S (Daugeron et at , 2001) . Nous avons tenté, par 
la méthode de buvardage de type northern, de définir plus précisément les étapes de 
maturation des pré-ARNr qui sont affectées au cours de la déplétion de Dbp4. Notre 
design visait à déterminer le niveau des différentes espèces de pré-ARNr à l'aide 
d'oligonucléotides hybridant avec les diverses régions du transcrit primaire pré-ARNr 
35S. Une accumulation du pré-ARNr 35S indiquerait que les clivages précoces aux 
sites AO, Al et A2 sont retardés . De plus , il y aurait parallèlement un niveau moins 
élevé du précurseur 20S ains i que de l' ARNr 18S mature. Le niveau du pré-ARNr 
27S A2 semble également fortement touché (Daugeron et at , 2001). Nous avons 
essayé de réaliser cette expérience mais malheureusement toutes nos tentatives ont 
échoué. Nous ne sommes pas parvenus à avoir des résultats significatifs. Nous avons 
rencontré des soucis de dégradation de l' ARN, dus probablement à des erreurs 
techniques de manipulation. En effet, la visualisation de la qualité de l' ARN par 
migration de l'échantillon sur gel d'agaro e a révélé une traînée lors de la m igration 
de l' ARN alors que normalement on es t censé observer sur le gel dénaturant deux 
bandes d ' ARN ribosomiques correspondant aux 18S et 28S. Comme la traînée peut 
auss i résulter de la présence d'ADN dans les échantillons , il serait approprié d ' ajouter 
une étape de digestion par la DNase afin d'éliminer toute trace de cet ADN 
contaminant. Dans un deuxième temps, nous nous sommes heurtés à des soucis de 
quantification d ' ARN. La quantité d' ARN a été déterminée par la mesure de la DO à 
260 nm et il est probable que le dosage ait été faussé par des contaminants tels que les 
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protéines ou encore les nucléotides hbres provenant de l' ARN dégradé. Refaire cette 
expérience plus proprement et en tenant compte de tous les soucis que nous avons 
rencontrés semble la solution afin d'aboutir à des résultats significatifs. Nous 
proposons en outre l'utilisation du système d' analyse « Bioanalyzer 2100 » de la 
compagnie Agilent. Cet appareil présente l'avantage de combiner la vérification du 
contrôle qualitatif et quantitatif de l' ARN. Sa principale utilité comprend 
l'amélioration de la précision des données et de la reproductibilité, mais aussi une 
consommation minimale d'échantillon. Ce système d' analyse permet de doser avec 
précision la quantité d ' ARN et de discerner immédiatement les échantillons dégradés 
et contaminés . Toutefois , ce système d'analyse présente l'inconvénient d'être assez 
coûteux. 
Nous anticipons que Dbp4 soit effectivement impliquée dans la maturation des 
ARNr. Dans des études similaires , il a été montré qu'une déplétion de Dbp9 entraîne 
une baisse de l'ARNr 18S et une diminution plus drastique de l' ARNr 25S. Un autre 
fait important est que l'hybridation avec des oligonucléotides situés entre les sites E et 
C2 a dévoilé une diminution du pré-ARNr 27SB, ce qui explique probablement le 
déficit net du niveau de la sous-unité ribosomique 60S. Globalement, le déficit 
observé au niveau de la sous unité 60S est une conséquence de l' altération du 
précurseur 27S conduisant ainsi à une diminution de l'état d'équilibre de la maturité 
des AP r 5S et 5.8 (Daugeron et aL , 2001 ) . Des études similaires sur la protéine 
« DEAD-box » Dbp10p chez la levure S. cerevisiae ont indiqué qu'une déplétion de 
cette hélicase putative entraîne un déficit de synthès e de la sous -unité 60S. Ce 
déséquilibre induit une diminution du niveau de la synthèse et de la maturation des 
pré-ARNr matures 7S, 25S et 5.8S (Burger et aL , 2000) . 
L' analyse du profil de po lys ornes et du contenu en ARN réalisée lors d'une étude sur 
des cellules de levures déficientes en Dbp9 a permis de révéler un défic it au niveau 
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des sous-unités 40S et 60S, une diminution globale du ribosome 90S et une 
accumulation des polysomes (Daugeron et al , 2001). Il serait donc intéressant, pour 
Dbp4, de comparer les résuhats d ' immunobuvardage avec ceux des analyses de 
polysomes. A cet effet, la souche de levure doit être cuhivée en milieu YPGal puis 
déplacée dans un milieu YPD. Les ARN doivent être extraits des cellules récoltées 
après 16h de déplétion, puis les polysomes séparés sur gradient de sucrose. La 
caractérisation par analyse spectrophotométrique et immunobuvardage du profil des 
polysomes permettra de déterminer le contenu en ARN de chacune des fractions du 
gradient. Tel que mentionné auparavant, Dbp4 est impliquée dans la production de 
l' ARNr 18S qui entre dans l'assemblage de la sous-unité40S. L'analyse du profil des 
polysomes pourrait déterminer si le métabolisme du ribosome est affecté ou pas par 
une déplétion de Dbp4, ce qui permettra de lui octroyer définitivement un rôle dans la 
biogenèse des ribosomes de la sous-unité 40S. 
CONCLUSION ET PERSPECTIVES DE RECHERCHE 
La synthèse des ribosomes est un processus très complexe et constitue une activité 
cellulaire majeure. La biogenèse de l'ensemble des ribonucléoprotéines nécessite une 
multitude de facteurs protéiques agissant en trans, dont plusieurs hélicases ATP-
dépendantes appartenant à la famille « DEAD-box ». A travers ce projet de recherche, 
nous avons tenté de caractériser chez la levure S. cerevisiae la protéine Dbp4 
(«DEAD-box protein 4») probablement impliquée dans la biogenèse de la sous-unité 
ribosomique 40S. 
Le positionnement des mutations létales au niveau de la partie C-terminale de Dbp4 
n'a pas été d'une grande aide dans la compréhension du rôle de la protéine Dbp4 au 
cours de la biogenèse des ribosomes , qui reste à définir. En effet, une grande majorité 
des mutations létales étaient réparties tout au long de la partie C-terminale de Dbp4. 
Nous n'avons encore aucune idée précise des mécanismes moléculaires mis en jeu 
lorsqu' une déplétion de Dbp4 se produit. 
De façon inattendue, des expériences d'interactions protéiques ont dévoilé que 
l'interaction entre Dbp4 et son partenaire nucléolaire Bfr2 persiste même dans le cas 
d ' une mutation non fonctionnelle. Néanmoins, il serait intéressant de focalis er plus 
spécifiquement sur les clones portant des mutations létales au niveau du motif 
d ' interaction protéine-protéine situé dans la partie C-terminale de Dbp4. Il est très 
probable qu'une mutation non fonctionnelle au niveau du domaine « coiled-coil » 
empêchera l'affinité de Dbp4 pour Bfr2 . Dans un deuxième temps, il serait nécessaire 
de réaliser des analyses bioinformatiques (par exemple de modélisation) sur les 
régions à l'extérieur de ce domaine. Cela pourrait nous permettre de trouver des pistes 
pour de futures avenues de recherche. 
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En accord avec la littérature, nous avons confirmé que Dbp4 est une protéine 
nucléolaire. Nous avons révélé qu'une mutation non-fonctionnelle de Dbp4 empêche 
sa localisation au niveau du nucléole, ce qui suggère que Dbp4 soit impliqué dans la 
maturation de l' ARNr 18S. Cette constatation reste une hypothèse séduisante étant 
donné le rôle considérable et éminent du nucléole dans le processus de la biogenèse 
des ribosomes. En effet, c'est au niveau de cet organite que démarre la synthèse et la 
maturation des ARN ribosomiques , ce qui sous-entend que Dbp4 serait incapable de 
produire l' ARNr 18S qui est impliqué dans l'assemblage de la sous unité ribosomique 
40S, et qu'il en résulterait alors nécessairement un mauvais déroulement de la 
biogenèse des ribosomes. 
L'analyse par buvardage de type northern a été réalisée dans le but de déceler l'effet 
d'une mutation non fonctionnelle de Dbp4 sur ce processus de synthèse des 
ribosomes. Malheureusement, cette technique n ' a pas été aussi productive que nous 
l'espérions . Donc, l' hypothèse que cette ARN hélicase Dbp4 soit impliquée dans le 
processus complexe de la biogenèse des ribosomes reste encore un défi à la fois 
captivant et passionnant. 
Les progrès de la protéomique et des outils de purification par affinité ont largement 
contribué à l'identification des fac teurs impliqués dans les différentes étapes de la 
biogenèse des ribosomes. Des études chez des organismes multip les pointent 
principalement vers l' importance des protéines ribosomiques dans l'assemblage du 
ribosome. Cependant une meilleure compréhension de la complexité et de la 
variabilité de la biogenèse des ribosomes devrait être mise en place. En effet , tant de 
ques tions demeurent sans réponses; il serait intéressant de déterminer quelle est la 
fonction précise de Dbp4 et pourquoi cette ARN hélicase putative es t nécessaire dans 
le processus de biogenèse des r ibosomes . Ains~ il serait crucial de déterminer les 
éléments responsables de la spécificité de Dbp4 in vivo et in vitro mais aussi quels 
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sont ces ARN cibles ou encore préciser si cette protéine présente une véritable 
activité hélicasique. Le test classique de l'activité hélicasique consiste à mettre à 
profit un NTP en utilisant un double brin d ' ARN complémentaire mis en présence de 
la protéine susceptible d'avoir une activité hélicasique. La séparation par 
électrophorèse sur gel dénaturant SDS-PAGE permet de distinguer l'ARN simple 
brin de la structure d' ARN double brin. Si la protéine en question est capable 
dissocier le double brin alors la forme simple sera révélée (Eagles et al , 1994). 
Il serait bien sûr nécessaire de caractériser tous les mutants non fonctionnels de pleine 
longueur de Dbp4 obtenus à partir du criblage, tester leurs localisation nucléolaire, 
vérifier leurs interactions avec leurs partenaire protéique Bfr2 et préciser s'ils 
présentent ou pas une activité hélicasique. Cette approche globale de caractérisation 
biochimique pourra sans doute révéler la fonction précise de Dbp4. 
La comparaison entre les informations disponibles chez la levure et les cellules de 
mammifères est d'une importance majeure. Par exemple, la caractérisation de la 
protéine Dbp4 pourrait éclaircir nos connaissances sur le rôle exact et la fonction 
précise de son homologue chez l'humain, à savoir la protéine DDXlO. Par 
conséquent, la compréhension des mécanismes liés à l' ARN hélicase Dbp4 serait un 
enjeu dans la lutte contre certains types de cancer et pourrait même mener à la 
conception de nouvelles cibles thérapeutiques . 
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